Efectos cardiovasculares de una nueva dihidropiridina con propiedades paf-antagonistas by Sánchez Esquinas, María Dolores
ltt3
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGíA
TESIS DOCTORAL
Autor: M~ DOLORES SANCHEZ ESQUINAS
“EFECTOS CARDIOVASCULARES DE UNA NUEVA DIHIDROPIRIDINA CON
PROPIEDADES PAF-ANTAGONISTAS”
Directores: Prof. Dr. Juan Tamargo Menéndez
Dra. M. A. González Morales
Porioatn: Sr. Dr
..‘~ rYct•7;«~v>..- 9~. i~nqet (hLI1ot
e-
k’~>c ~
Vx91 C;. O:.
~tt0Su~
II ..--‘--LI ,...r. St LI.y1nJC¼~
Sútytetaao’ Sn
ABREVIATURAS
AA: Acido araquidónico.
AMPc: 3,5~Fosfato cíclico de adenosina.
ANF: Factor natriurético auricular.
APA: Amplitud del potencial do acción.
ATP: Trifosfato de adenosina.
A-V: Aurículoventricular.
ECCa: Bloqueante de los canales de Ca2t.
ESA: Albúmina bovina sérica.
CO: Cicloaxigenasa.
CoA-IT: Caenzirna A independiente.
DAG: Diaclíglicerol.
DHPs: Dihidropiridinas.
DMSO: Dimetilsufóxido.
DNP-BSA: 2,4-Dinitrofenil-ESA.
DPA: Duración del potencial de acción.
Em: Potencial de membrana.
ECG: Electrocardiograma.
E.E.M.: Error estandar de la media.
FC: Frecuencia cardíaca.
fMLP: Formil-metil-leucil-fenilalanina.
GTP: Guanosina 5-trifosfato.
l~~: Corriente lenta de entrada de Ca2%
lx,: Corriente rápida de entrada de Nat
gE: Inmunoglobulina E.
IgG: Inmunoglobulina G.
IL: lnterleukina.
ISP: Isoproterenol.
LO: Lipoxigenasa.
[PS: Lipopolisacáridos.
LT: Leucotrieno.
MBP: Majar basic protein.
MDF: Factor depresor del miocardio.
NA: Noradrenalina.
NO: Oxido nítrico.
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NOS: Oxido nítrico sintasa inducible.
02: Anión superóxido.
0H: Anión hidroxilo.
PALJ: Presión arterial diastólica.
PAF: Factor activador de plaquetas.
PAM: Presión arterial media.
PAS: Presión arterial sistólica.
PE: Fosfatidiletanolamina.
PEG: Polietilenglicol.
PG: Prostaglandina.
PI: Fosfatidilinositol.
P31: Fosfatidilinositol trifosfato.
PKC: Protein cinasa C.
PLA2: Fosfolipasa A2.
PLC: Fosfolipasa C.
PMNs: Leucocitos polimarfanucleares.
PMSF: Fenilmetilfluorofosfato.
PR: Potencial de reposo.
PElE: Periodo refractario efectivo.
SA: Nodo sinoauricular.
SAO: Shock inducido por oclusión de la arteria esplécnica.
SHR: Rata espontáneamente hipertensa.
TNF: Factor de necrosis tumoral.
TEl: Tiempo de recuperación.
Vmáx: Velocidad máxima de despolarización.
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1. FACTOR ACTIVADOR PLAQUETARIO (PAF).
El término Factor de Activación Plaquetaria o PAF fue primeramente propuesto por Renveniste en
1972 para designar una nueva sustancia liberada por los basófilos de conejo sensibilizados con
inmunoglobulina E <igE) que presentaban potentes acciones agregantes píaquetarias.
En 1979, este autacoide de naturaleza fosfohpidica fue identificado por tres grupos de
investigadores (Benveniste y cola; Blank y cols; Demopeulos y colsí a partir de un plasminógeno natural
de bovino. La síntesis definitiva del producto estableció la estructura del PAF como 1-O-alquil-2-acetii-sn-
gliceril-3-fosfocolina <Figura 1> <Godfroid y cola, 1 980>.
Con respecto a la composición de la cadena 1-0-alquil aún existen controversias, Algunos autores
sólo han encontrado 1 -O-hexadecil-PAF en neutrófilos estimulados <Keith y coIs, 1984>. mientras que otros
han descrito la existencia de cadenas alquil 18:0, 17:0 y 18:1 <Oda y cols, 1985).
Los estudios realizados con análogos del PAF han permitido establecer la relación estructura-
actividad. Para que esta sustancia sea activa se requiere la existencia de una unión éter en la primera
cadena alqullica, un grupo acetilo en posición 2 y que el ácido graso de la posición 2 sea de cadena corta
y se encuentre unido en esa posición mediante un enlace éster. La distancia entre el grupo fosforil y el Nt
es de suma importancia, ya que aumentos de esta distancia disminuyen su eficacia <Braquet y cola, 1987>.
El PAF es un mediador lipídico que parece estar implicado en multitud de procesos fisiológicos,
tales como el asma, shock, sepsis, anafilaxia, isquemia miocárdica y cerebral, enfermedad renal,
ovoimplantación. rechazo de transplantes yen una gran variedad de procesos inflamatorios <Braquet y cois,
-8-
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1987). Entre las células capaces de sintetizarlo se encuentran plaquetas, leucocitos, macrófagos, linfocitos
y células endoteliales. Este autacoide no se acuniula en estas células, sino que se sintetize y libere en
respuesta a un estimulo.
1.1. SíNTESIS DE PAF.
La formación del enlace 0-alquil a partir de tos fosfoilpidos de membrana es el primer paso en la
síntesis de PAF, que es catalizado por un enzima microsomal, la aiquil-DHAP-sintetasa, dando lugar a la
formación de alquil-acil-glicerofosfocolina o diacil-glicerofosfocolina. A partir de este compuesto, la
biosíntesis de PAF puede seguir des rutas metabólicas:
1.1.1 VíA DE LA REMODELACION.
Esta ruta metabólica fue la primera vía de síntesis que se describió y la más importante, ya que está
implicada en varios procesos inflamatorios, alérgicos y anafilácticos <Figura 2). Se inicia a través de la
fosfolipasa A2 (PLA2), que hidroliza el grupo araquidonato de la posición sn-2 de los fosfolipidos de colina,
generando el compuesto 1 -O-alquil-2-liso-sn-giicero-3-fosfocolina o liso-PAF, que carece de actividad
biológica y la liberación ácido araquidónico <AA) (Clíilton y cols, 1984>. El liso-PAF, entonces, puede ser
acetilado en presencia de acetil-CeA por una acetiltranaferasa, para formar PAF (Wykle y cols, 1980;
J-lolland y coís, 1992). La actividad de la acetiltransferasa aumenta a medida que se incrementan los niveles
de Ca
2~ intracelular. La actividad de la PLA
2 es regulada también por el Ca
2~ intracelular, por las proteínas
de la familia de las lipocortinas <Touqui y cols, 1 986), por la cantidad de ácidos grasos disponibles y por
la presencia de metabolitos de la cicleoxigenasa <CO> y lipoxigenasa <LO).
La PLA
2 no sólo actúe sobre fosfolípidos de colina, sino que también puede hidrolizar fosfolipidos
de etanolarnine. La acción de la PLA2 sobre un fosfolipido de etanolamina, que en posición C2 contenga
AA, parece ser una vía implicada en la síntesis de PAF, Venable y cola (1 993) han demostrado en
neutrófilos estimulados la existencia de una transacilasa CoA-independiente (CoA-IT) implicada en la
síntesis de PAF y ha propuesto un modelo de síntesis <Figura 2> en el quela PLA2 actúa sobre el fosfolípido
de etanolamina para liberar AA y lisofosfatidiíetanolaniina (liso-PE>. Una vez formado el liso-FE, la
transacilasa CoA-IT transfiere el AA del fosfodipido de colina al liso-PE, actuando como un aceptor de AA,
y liberándose liso-PAF, compuesto que posteriormente será acetilado por la acetiltranaferasa para formar
PAF. La actividad de la transacilasa CoA-IT aumenta en presencia de lisofosfolipidos generados por la
acción de la PLA2. Por tanto, la PLA2 es el primer paso para la iniciación de la síntesis de PAF, pero puede
no actuar directamente sobre el fosfolípido de colina (Venable y cola, 1993>.
-9-
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1.1.2. BIOSíNTESIS DE NOVO.
En esta vEa, 1 -O-aíquil-sn-glicero-3-fosfato es acetilado por un enzima, la acetiltranaferasa, para
formar 1 -O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfato. Sobre este compuesto actúa una fosfohidrolasa para
producir 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicerol, que puede ser convertido en PAF en presencia de la colinofosfo-
tranaferasa (Figura 2>. Los enzimas que intervienen en esta síntesis están regulados por la disponibilidad
del sustrato <Blank y cols, 1 988).
SíNTESIS DEL PAF’
ALQUIL—LISO’GP
tnvrl 1.- S -CíA
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Figura 2.
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1.2. DEGRADACION DE PAF.
Paralelamente a la ruta de activación o formación de PAF se produce su inactivación por hidrólisis
del residuo acetilo en la posición sn-2. Esta reacción está catalizada por la acetilhidrolasa, perteneciente
a la familia de las fosfolipasas. Este enzima es especifico para cadenas cortas de ácidos grasos sn-2 pero
¡ndependiente de los niveles de Ca2~ (Blank y cola, 1981> y está presente en compartimentos citosólicos
y extracelulares y especialmente en el plasma. La forma plasmática está estrechamente asociada con
lipoproteinas de baja y alta densidad <LDL y HDL respectivamente), pero es sintetizada y liberada
independientemente de las apolipoproteinas (Stafforiní y cols, 1987>.
Después de que el PAF es inactivado, el liso-PAF resultante es reacilado por una de las tres rutas
siguientes: una acetiltransferasa CoA-dependiente, una transacilasa CoA-dependiente o una transacilasa
CoA-IT, introduciendo un ácido graso de cadena larga en posición sn-2. El 1-O-alquil-2-O-acilGPC se
incorpora en la membrana, completándose el ciclo (Touqui y cols, 1985>.
1.3. RECEPTORES DE PAF.
La existencia de sitios de unión especrficos para el PAF en membranas celulares surgió tras
observar que: 1> el estereoisórnero IR> era efectivo en estimular la agregación y degranulación de plaquetas
y neutrófilos; 2) eran necesarias concentraciones de PAF del orden de 0.1 nM para desencadenar efectos
biológicos, apareciendo una desensibilización de los tejidas cuando se exponfan por segunda vez al
mediador; 3> los antagonistas de PAF podían inhibir sus efectos <Vargaftig y Benveniste, 1983); 4) habla
una buena correlación entre la concentración de antagonistas del PAF que bloqueaban sus respuestas
biológicas y la unión de (»H]PAF (Valone, 19871.
La existencia de receptores específicos para PAF ha sido demostrada mediante estudios de fijación
de [3HIPAF(Valone y cola, 1982>. Los receptores de alta afinidad han sido demostrados en plaquetas de
conejo y humanas, monocitos, polimorfonucleares (PMNs) y membranas plasmáticas de células de distintos
tejidos, La afinidad y el número de sitios de unión es dependiente del tipo de célula, tejido y especie animal,
Se ha comprobado que las plaquetas de conejo son más sensibles ah PAF que las humanas, ya que estas
últimas presentan menor número de sitios de unión. Sin embargo, las plaquetas de rata son totalmente
refractarias al PAF ya que carecen de sitios de unión <Iñarrea y cola, 1 984a).
La unión del PAF a su receptor es saturable, temperatura y concentración dependiente y es
regulada por cationes monovalentes, divalentes y GTP, As~ puede ser bloqueada por Na~ y Lí~, mientras
que K~, Cst Rbt, Mg2~, Ca2~ y Mn2~ aumentan su unión. La presencia de GTP también la inhibe, lo que
sugiere que el receptor de PAF está asociado al sistema de adenilato ciclase a través de una proteína G
—11—
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inhibitoria que regula los niveles de AMPc <Hwang y coís, 1988).
La utilización de análogos de PAF ha permitido establecer un posible modelo de los sitios de unión
de alta afinidad para el autacoide (Heymans y cols, 1981; Vargaftig y Renveniste, 1 983; Braquet y
Godfroid, 1986; Ohno y cols, 1986>. Tres interacciones son de particular importancia para el proceso de
unión:
a> El ácido graso de cadena larga de! PAF se internaliza en la membrana en un área
hidrofóbica, intercambiando enlaces con la vecindad.
b) La activación de la membrana posiblemente deriva de una transferencia electrónica de los
dobles enlaces del oxígeno de la función heteróxido a un lugar denominado “diana’,
presente dentro de la membrana (probablemente una subunidad de la proteína G). La
presencia de dobles enlaces no deslocalizados podrían ser necesarios para una posible
protonación del sitio activo o ‘diana’.
c> La corta cadena unida al C, puede formar parte del anclaje del PAF a su receptor.
Tras la activación del lugar diana o proteína receptorial, se desencadenan dos fenómenos:
- La hidrólisis de GTP y activación de la fosfolipasa C (PLC), que pondría en marcha el ciclo
del fosfatidil inositol (PI), liberando inositol-1 ,4,5-trifosfato (IP3), que actúa como segundo
mensajero e induce movilización de Ca2 de sus depósitos internos y diacilgílcerol (DAG).El DAG, por otro lado, puede producir la activación de la protein cinasa C <PKC) y la
fosforilación de proteínas específicas, que también estarían implicadas en la movilización
de Ca2~ intracelular.
- La internalización del complejo PAF-receptor por un mecanismo desconocido, que podría
ser activo y/o pasivo. El PAF seria desactivado por la acetilhidrolasa citosólica, transfor-
mándose en lisa-PAF, que por acilación del grupo hidroxilo en posición 2-R por acción de
la acetiltransferasa, da lugar a alquií-acilglicerilfosfocolina, que entraría a formar parte de
la membrana celular como un fosfolipido estructural.
Ensayos realizados con antagonistas de PAF carentes de un poío catiónico utilizando mapas
electrostáticos tridimensionales llevaron a establecer un nuevo modelo sobre el receptor de PAF (Dive y
cols, 1989>. Los autores proponen la existencia de un cilindro bipolarizado que posee un ‘pocket”
hidrofóbico y dos áreas de potencial electrostático positivo separados por una distancia de 10-12k. Los
antagonistas funcionan generando potencial electrostático negativo cuando se unen al receptor, formando
-12-
/ntroduoc/ón
una nube electrostática de 1 80~. A este efecto se le ha denominado “Cache-oreilles’ <Dive y cols, 1989>,
pero no se adecua totalmente con la estructura del PAF.
Estudios recientes de la relación estructura-actividad <Batt y cols,1 991> han modificado algo el
modelo anterior, Proponen la existencia de dos “pockets” hidrofóbicos situados en lugares opuestos, pero
sólo uno de ellos es el responsable del efecto agonista. Las zonas de potencial negativo constituirían una
región única y flexible a lo largo de todo el cilindro <de 10-14k de diámetro), concordando con la idea de
heterogeneidad y flexibilidad que ha de poseer un receptor de membrana (Gatt y cols, 1991>. Además, el
análisis de la secuencia del receptor de PAF ha demostrado que pertenece a la superfamilia de receptores
acoplados a la proteína O (Honda y cols, 1991>.
1.4. ACCIONES DEL PAF SOBRE LAS CELULAS SANGUíNEAS.
El PAF posee un amplio rango de actividades biológicas en diferentes células y tejidos,
1.4.1, PLAQUETAS.
El PAF es liberado de las plaquetas de varias especies animales cuando éstas son estimuladas por
diferentes agentes agregantes (trombina o colágena) o onóforos de Ca2~, lo que sugiere que el PAF es
mediador de la denominada “tercera vía de la agregación plaquetaria”, que es independiente de la liberación
de ADP o de la producción de tromboxano A
2 (TXA2) <Chignard y cols, 1980>.
Los efectos del PAF sobre las plaquetas incluyen cambios de forma, agregación, degranulación,
desensibilización, incremento de la tCa
21,, fosforilación de proteínas, estimulación del metabolismo del Pl,
liberación de AA y aumento de los niveles de AMPc (Lapetina y Siegel, 1983>.
El papel del Ca2> en la transducción de la señal iniciada por PAF está íntimamente relacionado con
los primeros pasos de la activación plaquetaria. El PAF activa la PLC, produciendo DAG y ácido fosfatidico,
que se comporta como un ionóforo de Ca2>, movilizando el Ca2~ unido a la membrana. Por otra parte, el
aumento de DAG produce la activación de la PKC que fosforila la cadena ligera de la miosina plaquetaria
e induce la liberación de serotonina de las plaquetas activadas <Lapetina y Siegel, 1983).
1,4.2. LEUCOCITOS.
En neutrófilos humanos el PAF produce una gran variedad de respuestas, tales como degranulación,
agregación, quimiotaxis, quimioquinesis, producción de anión superóxido (O’2>, alteraciones en la carga de
la superficie de la membrana, aumento de la adherencia celular, estimulación del metabolismo del AA e
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incremento de la íCa2~1, si bien algunos de estos efectos son producidos por la acción de mediadores
endógenos liberados tras la estimulación del PAF <Braquet y cols, 1987>.
En PMNs, la presencia de Ca2~ extracelular aumenta el proceso de degranulacióri inducido por el
PAF, mientras que antagonistas de la calrnodulina la inhiben de forma dosis-dependiente (Shaw y cols,
1981). La agregación requiere la presencia de Ca2> y Mg2> extracelular y es independiente de AA y ADP.
1.4.3. MACROFAGOS Y MONOCITOS.
La estimulación de macrófagos humanos por interacción con mediadores solubles, partículas
macroscópicas o células tumorales, induce la síntesis y liberación de PAF <Elstad y cols, 1989> e
incremente su capacidad de destruir microorganismos o células tumorales jElstad y cols, 1989>. El PAF
producido estimula el metabolismo oxidativo, la producción de 02, síntesis de eicosanoides (Fitzgerald y
cola, 1989> y la agregación de monocitos <Yasaka y cols, 1 982>.. Dicha agregación es dosis-dependiente
y, en humanos, requiere la presencia de iones divalentes y glicolisis <Yasaka y cols, 1 982>. Al igual que
ocurre en las plaquetas, el PAF induce entrada de Ca2> extracelular y la movilización de Ca2 intracelular
<Adolfs y cols, 1989; Ng y Wong, 1989a).
1.4.4. LINFOCITOS.
También son capaces de liberar liso-PAF cuando son estimulados por el onóforo de Ca2> A231 87
(Jouvin-Marche, 1984> y liberan grandes cantidades de PAF cuando se estimula la región Fc del receptor
(Malavasi y cols, 1986>. En células estimuladas por lipopolisacáridos {LPS), el PAF regula la proliferación
de células T ya que incrementa la síntesis y liberación de interleukina 1 <IL-1) <Braquet y cols, 1987>;
existiría, por tanto, un feedback positivo entre IL-1 y PAF que puede estar implicado en Ea amplificación
de la respuesta inmune. También el PAF produce un aumento en la [Ca2>]>,que podría influir en la
proliferación linfocitaria dependiente del Ca2>.
1.4.5. EOSINOFILOS.
La presencia de receptores específicos para PAF en eosinófilos fue demostrada por Ukena y cols
<1989>. El PAF produce efectos similares en estas células a los observados en monocitos y neutrófilos
(Sigal y cola, 1987>: quimiotaxis, agregación y producción de O2~ El PAF es uno de los más potentes
agentes quimiotácticos, inducEendo infiltración eosinofllica a nivel microvascular y liberación de leucotrieno
C> (LTC» y 02 por dichas células <Wardlaw y Kay, 1986).
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1.4.6. CELULAS EI’JDOTELIALES.
Las célujas endoteliales al ser activadas por distintos estímulos generan PAF, estando este proceso
relacionado con un rápido aumento de la ICa2~]> y mediado por una proteína G <Lewis y cola, 1988;
Whatley y cols, 1990Y El PAF actúa sobre estas células produciendo cambios en la forma, alteraciones
en el citoesqueleto, formación de vesículas, aumento de la permeabilidad, activación de la PKC,
hiperpolarización de la membrana y adhesión leucocitaria sobre ellas <Braquet y cols, 1989>. A estos
cambios también contribuye la IL-1, que induce liberación de prostacíclinas y PAF. El resultado son las
alteraciones microvasculares características de algunas patologías, tales como isquemia, shock y rechazo
de transplantes, lo que sugiere que el PAF podría ser uno de los mediadores implicados en la fisiopatología
de estas entidades. Recientemente, Bkaily y cols <1993> han descrito que en células endoteliales humanas
y caninas el PAF produce un aumento de la [Ca2i~que es insensible a Nifedipino pero que se bloquee por
<-)-PN 200-1 10 o al disminuir la [Ca]
0,así como por el WEB 2170, un antagonista de los receptores del
PAF. Estos hallazgos indican que el aumento de la [Ca2i~ producido por el PAF estaría mediado a través
de la activación de canales tipo-R descritos en células musculares cardiacas y lisas vasculares <BkaiIy y
cols, 1992). Este canal podría jugar un papel importante en la contracción sostenida de La musculatura lisa
y en el acoplamiento entre la excitación de las céluLas eridoteliales y la liberación de factores vasoactivos
tajes como el óxido nítrico <NO) o las endotelinas.
Se ha demostrado que el PAF, al igual que otros mediadores, provoca la secreción de plasmínógeno
tisular a partir de células endoteliales, siendo éste un mecanismo Ca2<dependiente, que implica la
activación de la PLA
2 y liberación de derivados del AA (Braquet y cola, 1987).
1.5. ACCIONES FARMACOLOGICAS DEL PAF.
1.5.1. APARATO CARDIOVASCULAR.
El PAF ejerce importantes efectos sobre diferentes componentes del aparato cardiovascular.
1.5.1.1. Efectos cardiacos
.
En. preparaciones cardiacas aisladas de diferentes especies animales, el PAF presenta un efecto
bifásico sobre la fuerza contráctil miocárdica dependiente de la dosis (inotrópico positivo a bajas
concentraciones e inotrópico negativo a concentraciones elevadas><Tamargo y cola, 1 985; Tamargo y
González-Morales, 1990; Diez y cols, 1990) y del tiempo (Camussi y cols, 1 984a; González-Morales,
1987). Sin embargo, otros autores han descrito solamenteun efecto inotrópico negativo dosis-dependiente
{Levi y cols, 1984; Robertson y cola, 1988>. Este efecto inotrópico negativo es atribuido e una disminución
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de. la corriente de entrada lenta de Ca2>, ye que eL PAF reduce la amplitud, duración y velocidad de los
potenciales de acción lentos en músculos papilares de cobaya (Tamargo y cols, 1 986) y disminuye la
contractura en corazones sometidos a la paradoja del Ca2~ <González-Moraies, 1987). i9obertson y coís
<1988) han propuesto que la acción inotrópica negativa del PAF puede depender de una disminución de
la actividad intracelular del Na~ mediada por el intercambiador Na’iCa2~. Además, en aurículas aisladas
de cobaya perfundidas con soluciones ricas en K~ y tras bloquear los canales rápidos de Na> con
tetrodotoxina, el PAF <10’7M) también produce un inotropismo negativo asociado a la reducc¡ón de la
amplitud, duración y velocidad de los potenciales de acción lentos <Gollasch y cols, 1991). Todos estos
resultados indican que el PAF reduce la entrada de Ca2> en el sarcolema, siendo éste el principal
mecanismo en la acción inotrópica negativa del PAF. Por el contrario, el aumento de la fuerza contráctil
se.atribuye a un incremento del flujo de Ca2 a través de las corrientes de entrada lenta del Ca2 <Tamargo
y cols, 1985>.
El efecto inotrópico bifásico del PAF en el miocardio de cobaya puede ser interpretado en base a
la supuesta existencia de dos poblaciones, funcionalmente distintas, de receptores de PAF en las células
cadiacas: una unida a la vía del IP» y otra asociada a la vía del AMPc (Gollasch y cols, 1991>. La ocupac¡ón
de los receptores de alta afinidad (PAF
2) induce la activación de la adenilato ciclasa y un aumento del AMPc
y de la corriente de entrada de Ca
2~ <Tarnargo y cols, 1985>. que conduce a su acción inotrópica positiva.
La ocupación de los receptores de baje afinidad o PAF
1 produce el efecto inotrópico negativo del PAF, ya
que activa la PLC que aumenta la conductancia aL K~ y acorta la duración del potencial de acción cardiaco,
disminuyendo la entrada de Ca
2~ a la célula <Braquet y cols, 1987).
Con respecto al flujo coronario, en corazones aislados de rata se ha observado un efecto
vasodilatador, vasoconstrictor o bifásico <Man y cols, 1990). Así, la respuesta vasodilatadora aparece a
dosis entre 1 fmol-1 pmol, el efecto vasoconstrictor a 1 nmol y Fa respuesta bifásica en un rango de dosis
entre 10 y 100 pmol de PAF. El análisis del liquido de perfusión permite detectar cantidades significativas
de LTC
4, LTB4 y LTD4, lo que sugiere que algunas de las acciones del PAF podrían deberse a la síntesis y
liberación de leucotrienos. De este modo, los derivados de la LO son responsables de la acción
vasodilatadora y vasoconstrictora dei PAF, mientras que los derivados de la CO parecen no tener ningún
efecto significativo sobre el flujo coronario <Man y cols, 1991>. Sin embargo, otros autores sólo han
encontrado una disminución dosis-dependiente del flujo coronario secundaria al incremento de las
resistencias coronarias (Levi y cols, 1984; Tamargo y González-Morales, 1990).
Levi y cols <1984> han propuesto que el PAF es el mediador de las anomalías cardiacas que
aparecen en el modelo de anafilaxia cardiaca, tales como la disminución de la contractilidad y del flujo
coronario y las alteraciones en la conducción auriculoventricular (A-y). Estos efectos son independientes
de la agregación plaquetaria o de la liberación de aminas vasoact[vas por las plaquetas. La acción inotrópica
negativa del PAF no está mediada por los derivados de la CO <por ejemplo, PGD2>, ya que la indometacina
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rio atenúa sus efectos depresores electromecánicos <Levi y cols, 1984).
Las alteraciones sobre la conducción cardíaca producidas por PAF han sido analizadas en el corazón
aislado de rata. El nodo A-y (intervalo A-H) y el sistema His-Purkinge <intervalo H-Q> son los más sensibles
al PAF <González-Morales, 1987). El PAF aumenta el tiempo de conducción nodal y la conducción His-
Purkinge, siendo este efecto dosis y tiempo dependientes. Estos resultados sugieren que el PAF ejerce un
bloqueo selectivo de la CaL’ que retrasaría la conducción nodal y un bloqueo de la corriente rápida de la
entrada de Na>, que retrasaría la conducción a través del sistema His-Purkinge, Además, a dosis elevadas
(106M) el PAF es capaz de producir arritmias ventriculares (extrasístoles, taquicardias y fibrilación
ventricular> y bloqueos aurículoventriculares de 2’ y YE grado, pos¡blemente debidos a un mecanismo de
re-entrada como consecuencia de las distintas modificaciones en la conducción subnodal (Levi y cols,
1984; González-Morales, 1987). También se ha observado que el PAF produce un aumento en la incidencia
de fibrilación ventricular en corazones aislados de cobaya sometidos a isquemia/reperfusión (Flores y
Sheridan, 1990). En ambos casos, la reducción del flujo coronario podría jugar un importante papel en la
génesis de las arritmias.
A nivel cardiaco, el PAF puede ser sintetizado por granulocitos sometidos a hipoxia <Joseph y
Welch, 1989), por infiltración leucocitaria en situaciones de isquemia/reperfusión (Mickelson y cols, i 988>
y por los neutrófilos que se acumulan en los primeros minutos de la reperfusión <Montrucchio y cols,
1989>. Estos hallazgos confirman que el PAF es un importante mediador de algunos fenómenos que se
producen en la isquemia/reperfusión miocárdica,
1.5.1.2. Efectos vasculares
.
La administración de PAF a dosis altas en perros anestesiados produce una inmediata caída de la
presión arterial, del gasto cardíaco y de las resistencias periféricas, que se acompañan de un pequeño
aumento reflejo de la frecuencia cardiaca <Otsuka y cols, 1 985; Zukowska-Grojec y cols, 1985>. Estos
efectos también fueron observados en ratas normotensas y en ratas espontáneamente hipertensas (SHElL
En estas últimas, la hipotensión se manifiesta a dosis bajas, del orden de 0.1 nmollKg, debido a que
presentan una mayor sensibilidad al PAF (Feuerstein y cols, 1982>.
La hipotensión inducida por PAF se asocia a una elevación en la actividad de la renina plasmática
y de los niveles plasmáticos de noradrenalina, adrenalina y TXB
2 (Feuerstein y cols, 1982>. Posteriormente
se ha demostrado que esta hipotensión es independiente de dichas sustancias, ya que el bloqueo de
receptores histaminérgicos, 11-adrenérgicos, colinérgicos o la inhibición de la síntesis de prostaglandinas
y bradikininas no modifican esta respuesta.
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Un factor potencialmente importante en el efecto hipotensor del PAF es la disminución del volumen
sanguíneo secundaria a un incremento de la permeabilidad vascular y a la dilatación de los vasos de
resistencia (arteriolares y venosos), que reducen el retorno venoso al corazón (Sánchez-Crespo y cols,
1982> y, por tanto, la precarga. Estos efectos conllevan un deficiente llenado ventricular izquierdo y la
disminución del rendimiento cardiaco, llegándose a una situación de colapso circulatorio. Puesto que el PAF
no es capaz de producir relajación de arterias aisladas ni interacciona con receptores a-adrenérgicos, en
su efecto vasodilatador podría estar implicado el factor de relajación del endotelio (Sánchez-Crespo y
Fernández-Gallardo, 1 991> producido por las células endoteliales e identificado comoNO sintetizado a partir
de la L-arginina <Palmer y cols, 1988). Sin embargo, en la arteria mesentérica el PAF produce un efecto
vasodilatador, posiblemente debido a la activación de receptores específicos o, alternativamente, a través
de la activación de canales de Ca2~ tipo-El, lo que contribuiría a la extravasación capilar (Claing y cols,
1994). Además, el PAF incrementa el tono de la vena porte <He]Iegouard y cols, 1988) y en las venas
mesentéricas de rata (Claing y cols, 1994), siendo bloqueado este efecto por BN 52021, RN 52063 y
dibutiril-AMPc (Sutter, 1990>.
En cobayas anestesiadas a las que se infundió PAF durante 2 horas aparecen alteraciones cardio-
pulmonares semejantes a ciertos estados patológicos en los que el PAF está implicado <Qian y cols, 1993).
Así, a dosis inferiores a 5-10 ng/Kg/mm produjo hipotensión y disminución de la presión ventricular
izquierda, que se revertieron espontáneamente a pesar de la infusión continuada de PAF. La disminución
del gasto cardiaco podría deberse a la disminución de la contractilidad cardíaca y del volumen plasmático,
secundaria al aumento dele permeabilidad vascular. La disminución de la presión telediastólica seria debida
a la hemoconcentración inducida por PAF. La ausencia de taquicardia podría sugerir que el PAF presenta
un efecto cronotrópico negativo directo, que enmascare el aumento reflejo de la frecuencia cardíaca que
la hipotensión debería producir <Qian y cols, 1993>.
A nivel de la circulación pulmonar, el PAF incremente la resistencia vascular pulmonar, reduce el
flujo sanguíneo pulmonar y produce agregación y secuestro de plaquetas y células blancas a nivel alveolar
<Laurindo y cols, 1985>, lo que conduce a un cuadro de hipertensión pulmonar, Este aumento de la presión
pulmonar incrementa la precarga y puede conducir a una disf unción ventricular derecha, a un aumento de
la presión auricular derecha y de la presión telediastólica ventricular izquierda y a una disminución del
rendimiento cardíaco (Feuerstein y cols, 1 984).
Los efectos del PAF sobre la microcirculación están estrechamente relacionados con los procesos
de inflamación aguda, por la capacidad de producir extravasación de plasma rico en proteínas plasmáticas
y producir vasoconstricción, dolor y prurito, seguido por eritema y edema. Estos efectos pueden ser
explicados por la acción vasodilatadora endotelio-dependiente del PAF de las arteriolas precapilares unido
a una acción constrictora, independiente del endotelio, de los vasos postcapilares; ambos efectos aumentan
la presión hidrostática y aumentan el paso de líquidos hacia el espacio intersticial. Además, el PAF estimule
- 18-
Introducción
la adherencia de plaquetas y PMNs en la superficie del endotelio <Mclntyre y cols, 1986; Sirois y cols,
1994).
La administración de PAF a concentraciones ligeramente superiores a las requeridas para producir
hipotensión sistémica produce una marcada extravasación de plasma rico en proteínas, que induce
hemoconcentración e incremento del hematocrito y de la viscosidad sanguínea <Sánchez-Crespo y cols,
1982). Estos fenómenos son el resultado del incremento en la permeabilidad vascular antes mencionado,
posiblemente agravada por el aumento en la presión venosa central secundario al fallo ventricular derecho.
Las acciones cardiovasculares del PAF conducen a un colapso circulatorio agudo, debido a la
dramática disminución del volumen sanguíneo y del volumen minuto, El cuadro general se caracteriza por
hipotensión sistémica, hipertensión pulmonar, aumento de la permeabilidad vascular y extravasación de
plasma rico en proteínas, lo que sugiere que el PAF juega un importante papel en la génesis del shock
endotóxico. La administración de agregados de IgG (Doebber y cols, 1986> o endotoxina procedente de
bacterias gram negativas, producen sepsis semejantes a las observadas tras la administración de PAF
(Doebber y cols, 1985>. En ambos modelos experimentales de shock se liberan PAF, aminas vasoactivas,
citocinas (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF0) <Sánchez-Crespo y Fernández-Gallardo, 1991), por
lo que parece existir una estrecha interrelación entre PAF, IL-1 y TNF0 en diversos estados patológicos
(Braquet y cols. 1989). Todos estos mediadores son sintetizados por macrófagos, PMNs y células
endoteliales. Estos mismos factores también intervienen en la coagulación intravascular diseminada, en el
fallo cardíaco múltiple causado porshock endotóxico <Ou y cola, 1 994) y en el shock inducido por oclusión
de la arteria esplécnica, donde PAF y TNF0 juegan un importante papel en la adhesión leucocitaria
<Squadrito y cols, 1994a).
El PAF también puede actuar como un agente trombogénico in vivo, facilitando la formación de
trombos de plaquetas en vasos sanguíneos dañados por acción del PAF liberado a partir de células
endoteliales (Braquet y cols, 1987). Tras [a administración de PAF (10’M> en arterias mesentéricas de
cobaya, las células endoteliales sufren un proceso de retracción en la zona expuesta a la acción del PAF.
Como resultado de esta retracción, la subintima se pone en contacto con el flujo sanguíneo y las plaquetas
se adhieren a esta zona, desencadenándose el proceso de formación del trombo. Los PMNs adheridos al
trombo potencian la liberación de O~ y anión hidroxilo (0H9 y activan a las plaquetas para sintetizar
trombina, ATP e IL-1, que actúan sobre las plaquetas para generar más PAF. La presencia del edema
intersticial es indicativo de extravasación plasmática debido al aumento de la permeabilidad vascular
(Braquet y cols, 1989>.
Cuando se infunden prostaciclina, inhibidores de la PLA2 o de la acetiltranaferasa o bloqueantes
de los canales de Ca
2~, el trombo se disgrega pero, al suspenderse la infusión, el trombo se vuelve a
formar inmediatamente. Ello no sucede si se administran antagonistas de PAF, lo que sugiere que la
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administración exógena de PAF induce la generación de PAF endógeno, existiendo un feedback positivo
que perpetua el fenómeno trornbótico <Braquet y cols, 1989>.
El daño endotelial celular, la infiltración de células sanguíneas, la formación del trombo y el edema
producidos por el PAF son las alteraciones microvasculares observadas en diversas patologías como
isquemia, shock, sepsis, rechazo de transplantes y asma <Braquet y cols, 1987), por lo que se le considera
mediador de estas patologías. Actualmente, se está estudiando la posible relación entre PAF e hipertensión
arterial y aterogénesis <Koltai y cols, 1991).
1.5.2. APARATO RESPIRATORIO.
El PAF produce numerosos efectos en el sistema broncopulmonar semejantes a los observados en
el asma por lo que se le considera como uno de los mediadores de la reacción asmática.
El PAF produce hiperreactividad bronquial en animales de experimentación y en el hombre {Cuss
y cols, 1986). Administrado sistémicamente o por inhalación, el PAF produce una marcada broncoconstric-
ción, aumenta la resistencia pulmonar y disminuye le compliance (Sánchez Crespo y Fernández-Gallardo,
1991) e incrementa la reactividad de las vías aéreas, efecto que puede durar hasta siete días (Cuss y cola,
1986) y que es semejante al producido por la inhalación del antígeno en pacientes asmáticos. Esta
respuesta se asocia a acúmulo de macrófagos en los espacios alveolares, de plaquetas y PMNs en la luz
alveolar, infiltración eosinofilica en la submucosa, edema y cambios degenerativos de las células
endoteliales (Braquet y cola, 1987; Herd y cols, 1994>. Los gránulos de los eosinóf¡los contienen proteínas
catiónicas, incluyendo la MBP <mejor basic protein>, que son liberadas por acción del PAF y producen lesión
microvascular y endotelial. Dichas células también generan LTC4 y O’2t agentes que lesionan directamente
la integridad endotelial, El mecanismo molecular por el cual el PAF es capaz de producir la degranulación
de los eosinófilos parece estar relacionado con la entrada de Ca
2> a través de los canales activados por
receptores específicos y con la hidrólisis defosfoinosltidos-que libera Ca24 de los almacenes intracelulares
<Braquet y cols, 1989>. Todos estos procesos incrementan la hiperreactividad bronquial, la alteración
característica del asma. Además, a nivel bronquial, el PAF incrementa la secreción mucosa, altere sus
propiedades físicas y produce daños en el epitelio respiratorio ciliar <Braquet y cols, 1987). Sin embargo,
no está claro si estos cambios están producidos por acción directa del PAF o por la liberación de sustancias
citotóxicas por el infiltrado ecsinifilico. Todos estos efectos son semejantes a los observados tras la
administración de un alergeno por inhalación en conejos sensibilizados por gE yen los procesos asmáticos
<Vargaftig y Braquet, 1987). Broncoconstricción e inflamación pulmonar también pueden ser producidos
por histamina, derivados del AA <Vargaftig y Braquet, 1987) y por inhalación de ozono <03), siendo este
último capaz de estimular la liberación de PAF y activar diversas fosfolipasas (PLA
2, PLC y PLD> de las
células epiteliales traqueales (Wright y cola, 1994).
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Oiang y cols <1993> demostraron que la infusión i,v. de PAF <20 ng/Kg/mm durante 2horas> en
cobayas anestesiadas produce una disminución de la frecuencia respiratoria, volumen minuto ycompliance
pulmonar, a la vez que aumenta la presión y resistencia vascular pulmonar. La disminución de ¡a frecuencia
respiratoria es secundaria a un efecto sobre el centro respiratorio bulbar, comoconsecuencia de la isquemia
cerebral inducida por PAF y el resto de las alteraciones son el resultado de la isquemia pulmonar causada
por la disminución del rendimiento cardíaco e incremento de las resistencias periféricas pulmonares. La
disminución de la frecuencia respiratoria, compliance pulmonar y volumen minuto producen una hipoxia
que inhibe aún más la función cardiaca, siendo ésta la causa de la muerte inducida por PAF <Oiang y cols,
1993>.
1.5.3. A NIVEL RENAL.
En cultivos de células mesangiales glomerulares procedentes de riñones aislados de rata, eJ PAF
induce formación de anión superóxido, tromboxanos y prostaglandinas. Además, estas células son capaces
de liberar PAF cuando son estimuladas por ionóforos de Ca2, que a su vez produce la contracción y
cambios en la forma de dichas células (Pirotzky y cols, 1 984>, cambios que se asocian a un pasajero
aumento de la LCa2fl~, siendo este efecto inhibido por bloqueantes de los canales de Ca2 <verapamilo) y
por el factor natriurético auricular <ANF> (Olivera y cole, 1994>. El pretratamiento con PAF bloquee la
natriuresis y diuresis inducida por el ANF en perros anestesiados <Braquet y cole, 1987>. El antagonista
de PAF, BN 52021 y el captoprilo potencian las acciones del ANF, aunque no está claro si este efecto está
relacionado con el bloqueo de las acciones del PAF o es un efecto directo del BN 52021.
La administración sistémica de PAF reduce la filtración glomerular, el flujo sanguíneo renal y la
excreción de Na <Schlondorff y Neuwirth, 1986; Hebert y cols, 1987>, efectos posiblemente dependientes
de las alteraciones cardiovasculares que produce. La infusión intrarrenal de PAF se asocia a agregación y
degranulación de plaquetas y neutrófilos en los capilares glomerulares, liberación de proteínas desde las
plaquetas y neutrófilos y proteinuria <Camussi y cols, 1 984b>, por lo que se le ha implicado al PAF en
procesos patológicos renales, como la nefritis tóxica o la glomerulonefritis (Braquet y cola, 1987).
1.5.4. APARATO GASTROINTESTINAL,
La microcirculación juega un importante papel en el mantenimiento de la integridad funcional de
la mucosa gástrica (Wallace, 1990). Cambios en el flujo sanguíneo por liberación local de mediadores
vasoactivos y citotóxicos, incluyendo radicales libres derivados del 02, eicosanoides y PAF han sido
implicados en la patogénesis del ulcus gástrico y de la gastritis erosiva.
La infusión intravenosa de PAF produce hipotensión, hemoconcentraflión y daño de la mucosa
gástrica, asociadas a congestión vascular en la mucosa y submucosa, aumento de la producción de
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radicales libres, peroxidación lipidica (Binnaka y cola, 1969), hemorrágias en estómago e intestino grueso,
aunque no en el colon distal, e hiperemia, siendo estos efectos similares a los observados tras la
administración de endotoxina (Wallace y cols, 1987>. La ulceración gástrica inducida por el PAF se
acompaña de una reducción en el número de PMNs y un incremento en la adherencia de dichas células
sobre el endotelio microvascular, dañándolo y produciendo la liberación de otros mediadores que agravan
aún más el cuadro.
Los efectos del PAF no están limitados sólo a la mucosa gástrica, s[no que se han observado
lesiones similares en el duodeno, yeyuno e íleon. Ratas tratadas con PAF o endotoxina desarrollan
enterocolitis necrotizante asociada a un estado de shock (Sun y Hsueh, 1 968>. La administración
intravenosa de TNFU produce cambios morfológicos a nivel intestinal semejantes a los observados tras la
infusión de o de endotoxina. Todo ello sugiere que la liberación de PAF inducida por endotoxina y TN F0
durante el shock séptico puede contribuir al daño de la mucosa gastrointestinal y a ha aparición de
ulceración gástrica (Sun y Hsueh, 1986>.
1.5.5. INFLAMACION.
El posible papel del PAF como mediador en las reacciones inflamatorias es un hecho de
considerable interés, ya que conlieva un daño microcirculatorio, que es un hallazgo común en patologías
tan diversas como shock, sepsis, asma, isquemia y rechazo de transplantes (Braquet y cols, 1989>.
La administración subplantar de PAF en la rata produce edema e hiperalgesia (Goldenberg y Meurer,
1984; Cordeiro y cols, 1986). El análisis del exudado de la primera fase del edema inducido por
carragenina demostró la existencia de PAF, lo que sugiere que su liberación, junto a la de histaminas y
kininas, puede jugar un papel importante en el desarrollo de la reacción inflamatoria inducida por
carragenina <Hwang y cols, 1986>.
La inyecc¡ón intradérmica de PAF en rata, cobaya y humanos provoca una marcada respuesta
inflamatoria, aumenta la permeabil[dad vascular y la extravasación de proteínas plasmáticas y facilita la
acumulación de plaquetas, PMNs, monocitos y eosinófiíos (Braquet y cols, 1989>. Estas células cuando
son estimuladas por el PAF son capaces de liberar proteasas lisosomales, 02 y LTC4, así como de
desencadenar reacciones de degranulación y agregación (Watanabe y cols, 1994). Además, el PAF puede
inducir liberación de varias citocinas inflamatorias <TNF0, IL-1 e IL-2), así como LT’s procedentes de
monocitos, PMNs y células endoteliales, que agravan aún más el proceso inflamatorio <Braquet y cols,
1989; McDonald y cols, 1994>; por tanto, existen numerosas interacciones entre los mediadores y las
células implicadas en la respuesta inflamatoria. Entre PAF, IL-1 y TNF0 puede establecerse un feedback
positivo que amplifica la reacción inflamatoria. PAF y TNF0, además, juegan un papel importante en el ciclo
inicial de la respuesta inflamatoria de procesos como artritis o la lesión pulmonar inducidas tras la
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administración de LPS/PAF <Rabinovicí y cols, 1992). También se ha relacionado al PAF con alteraciones
alérgicas del tipo de urticaria al frío y la psoriasis <Braquet y cols, 1987). Todo ello indica que el PAF es
~jn importante mediador que estaría implicado en fa respuesta inflamatoria.
1.5.6. RESPUESTA INMUNE.
El PAF puede regular la función linfocitaria de forma indirecta, por inducir la formación de
leucotrienos, y de forma directa, activando la función de macrófagos y células T <Rola-Pleszczynsky y cols,
1 984>. En el rechazo de transplantes existe proliferack5n de linfocitos, infiltración de linfocitos y monocitos,
esi como adherencia de plaquetas, neutrófilos y fibrina a las células endoteliales vasculares del órgano
transplantado (Braquet y cols, 1 989>. Debido a que las células del infiltrado inmune son capaces de
sintetizar PAF, se podría proponer que la producción de PAF podría jugar un importante papel en el proceso
cíe rechazo de trasplantes y en el deterioro del órgano transplantado (Mangino y cola, 1987).
La producción de PAF por células inmunes activadas podrían también estimular la hidrólisis de
fosfolipidos y la liberación de AA no esterificado, dando como resultado la formación de eicosanoides y
toxicidad celular. El PAF también estimula la síntesis de IL-1 por los macrófagos y facilita la secreción de
diversas linfocinas que median la respuesta inmunitaria. Estos eventos pueden ser inhibidos por
antagonistas del PAF, que podrían aumentar la supervivencia del transplante y reducir otros eventos
indeseables asociados al rechazo (Braquet y cols, 1989; Jiménez de la Puerta, 1993>.
2. ANTAGONISTAS DE PAF.
La importancia del paper fisiopatológico dei PAF ha conducido a la síntesis de compuestos capaces
de antagonizar específicamente sus acciones fisiofarmacológicas. La mayoría de estos compuestos actúan
de modo competitivo y reversible, desplazando al PAF de su unión al receptor, pero carecen de actividad
intrínseca. Estos compuestos se clasifican en 4 grupos:
2.1. Inhibidores no específicos
.
2.2. Inhibidores específicos
2.2.1, Antagonistas afines al PAF: de cadena abierta, de cadena cíclica y derivadostetrahidrofura-
nos.
2.2.2. Productos naturales: terpenos, lignanos y gliotoxinas.
2.2.3. Productos sintéticos.
2.2.4. Agentes farmacológicos: hetrazepinas y Bloqueantes de los canales de Ca24.
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2.1. INHIBIDORES NO ESPECíFICOS.
Existen una amplia variedad de compuestos capaces de antagonizar los efectos del PAF de modo
no especifico, es decir, sin unirse directamente al receptor. Estos fueron los primeros fármacos que se
estudiaron e incluyen:
A. Compuestos que disminuyen la [Ca2i> y, por tanto, interfieren con la respuesta celular del
PAF in vitro e in vivo. Estos agentes pueden actuar:
1 .- Directamente, corno los bloqueantes de los canales de Ca2~, los inhibidores de la
calmodulina, agentes quelantes y anestésicos locales (Braquet y cols, 1987). Los primeros
inhiben la entrada de Ca2> a través de canales activados por PAF tras interactuar con sus
receptores; los agentes quelantes disminuyen la [Ca2~1intracelular y extracelular e inhiben
la respuesta del PAF; los inhibidores de la calmodulina y los anestésicos locales también
inhiben la liberación de Ca2> intracelular y la entrada de Ca2 extracelular, lo que se traduce
en una inhibición de la respuesta inducida por PAF (Schmidt y cols, 1992>.
2.- Indirectamente, modulando los niveles de nucleótidos cíclicos. Los compuestos que
aumentan los niveles intracelulares de AMPo <PGE
2, PGI2 e inhibidores de la fosfodiestera-
Sa> inhiben la movilización de Ca
2~ y la síntesis de PAF (Schmidt y cols, 1992>.
B. Cromoglicato sódico, factor ILberador de la tirotropina <THR> y su análogo MK 711,
naloxona, algunos derivados cuaternarios de prometazina y la proteína C reactiva inhiben
la síntesis y liberación de PAF. Igual sucede con los inhibidores de la PLA los antagonistas
de TX’s y Lis y con fármacos antidepresivos como la doxepina (Braquet y cols, 1987>.
2.2. INHIBIDORES ESPECíFICOS.
Estos compuestos han servido para definir el papel biológico del PAF y las propiedades
conformacionales de los sitios de unión del receptor del PAF. Son moléculas capaces de desplazar al PAF
de su unión a su receptor (antagonistas competitivos> y de antagonizar sus efectos. La característica
estructural más importante es la presencia de al menos un heteroátomo, especialmente un oxigeno, incluido
en un anillo tetrahidrofurano. Se clasifican en 4 grupos:
2.2.1. ANTAGONISTAS AFINES AL PAF.
Son compuestos relacionados con la molécula de PAF y la mayoría se obtienen por modificación
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su estructura, especialmente en la cadena glicerol.
2.2.1.1. De cadena abierta
.
- CV 3988 (Takeda). Fue el primer producto descrito en esta serie, sintetizado durante un estudio
de análogos de lisofosfolipidos que incorporan un grupo carbamato como agentes potencialmente
citotóxicos y antifúngicos (Terashita y cols, 1983>.
Es un potente antagonista activo por vía oral- A concentraciones altas presenta un efecto agonista
parcial. Inhibe específicamente la agregación plaquetaria inducida por PAF, aunque a concentraciones
elevadas también antagoniza la inducida por AA, ADP y colágena. Evita la hipotensión y la trombopenia
causadas por PAF y el daño intestinal y la coagulación intravascular diseminada asociada al shock inducido
en ratas por la endotoxina <Wallace y Whittle, 1986>.
- ONO-6240. Inhibe la agregación plaquetaria y la hipotensión y broncoconstricción inducida por
PAF en ratas y cobayas (Braquet y cols, 1 987>. También previene parcialmente la disminución del gasto
cardiaco y la calda de presión arterial sistémica inducida por la endotoxina de E,coli en ovejas <Hosford y
Eraquet, 1990>
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o—p—o
It
2
3 (CII,) ,CFI3
LI
cv-3 988
- 25 -
Introducción
- Por modificaciones en el C3 se obtuvieron los compuestos ROl 9-3704, ROl 9-1400, R018-
S?
36y El018-7953 (Hoffman La Roche) <Burri ycols, 1985>. El más activo de todos es el El019-3704,
que inhibe la agregación plaquetaria inducida por el PAF en conejos, cobayas y humanos, así como la
hipotensión, broncoconstricción, trombocitopenia, leucocitopenia y el aumento de la permeabilidad vascular
inducida por PAF en varias especies animales. También previene la activación de los macrófagos alveolares
y la formación de TXs en el pulmón aislado de cobaya estimuhado por PAF (Braquet y coís, 1987>.
-Sandoz ha sintetizado dos compuestos de cadena abierta: SRl 63-072 y SRl 63-1 19. El primero
inhibe la agregación plaquetaria en cobayas, conejos y humanos, previene la broncoconstricción y
hemoconcentración inducidas por el PAF en cobayas e inhibe, de modo parcial, la extravasación dérmica
producida en la reacción de Arthus en cobayas y ratas <Braquet y cols, 1987). En esta últtma especie,
disminuye la glomerulonefritis inducida por inmunocomplejos (Hosford y Rraquet, 1 990>. El SRl 63-119
inhibe la agregación plaquetaria producida por PAF en humanos, la hipotensión en ratas, la hemoconcentra-
ción, broncoconstricción y extravasación microvascular inducida por PAF en cobayas y, parcialmente, la
extravasación dérmica en la reacción de Arthus (Hosford y Braquet, 1990>. Además, evita la necrosis
intestinal inducida por TNF
0, endotoxina y PAF en ratas <Sun y Hsueh, 1 988>.
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2.2,1.2. De cadena cíclica
.
Por ciclación de la molécula de PAF se obtienen. el derivado piperidinico SRl 63-073 y e! SRl 62-
586. El SRl 63-073 (Roche) incluye una cabeza polar de fosfato de tiamina en su molécula. Tiene una
potencia relativa baja, buena absorción oral y carece de efecto agonista parc[al <Lee y cols, 1985). El SRI
62-586 (Sandoz) inhibe la agregación plaquetaria, la hemoconcentración y el incremento de presión
pulmonar inducidos por el PAF <Winslow y cols~ 1 985).
- La inclusión del anillo 1 ,3-dioxolano ha llevado a la síntesis del compuesto BN 52111 <Hosford
y Braquet, 1990) que inhibe la agregación plaquetaria en conejos, la agregación de neutrófilos en ratas y
la movilización de Ca2~ inducido por el PAF. Administrado por vía intravenosa, previene la formación de
trombos causados por PAF en arterias mesentéricas e. inhibe el aumento de la resistencia de las vías
aéreas, la broncoconstricción y la hipotensión en cobayas (Pons y cols, 1 989>. Sin embargo, es inactivo
por vía oral y muestra una alta toxicidad.
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2,2,1.3. Derivados tetrahidrofuranos
.
La inserción de un anillo de tetrahidrofurano ha llevado a la síntesis de los compuestos SRl 63-441
y SRl 83-675 (Sandoz>. El SRl 63-441 es un inhibidor especifico de la agregación plaquetaria inducida por
PAF en humanos. Así mismo, protege de las lesiones hemorrágicasde la mucosa gástrica producidas por
PAF, atenúa el daño pulmonar inducido por endotoxina en ratas, mejora el flujo coronario en un modelo
de anafilaxia cardiaca (Braquet y cols, 1987), disminuye el número de arritmias ventriculares inducidas por
isquemia/reperfusión y la cantidad de plaquetas acumuladas en la zona isquámica <Wainwright y cols,
1989).
El SRI 63-675 es semejante al anterior y muestra un perfil de actividad similar. Inhibe parcialmente la
formación de edema inducido por inyección intradérmica de PAF y POE2 en la piel de conejo (HellewelI y
Williams, 1989) y mejora significativamente la dism[nución de flujo renal, filtración glomerular y flujo
urinario inducido por endotoxina en ratas (Tolina y cols, 1989>. Ambos carecen de actividad agonista
parcial.
2,2,2, PRODUCTOS NATURALES,
Tras la obtención de antagonistas específicos de estructura análoga a la molécula de PAF, se
buscaron compuestos no relacionados con la estructura del autacoide y que poseyeran un antagonismo
potente y especifico. De este modo, se obtuvieron una serie de productos naturales que se agrupan en 3
grupos:
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2.2.2.1. Teroenos
.
A este grupo pertenecen una familia de compuestos obtenidos del árbol G/nkgo ti/abs,
jonominados ginkgólidos A, E, C, M y J <EN 52020, EN 52021, EN 52022. EN 52023 y EN 52024.
respectivamente> (Eraquet, 1987>. Son moléculas de 20 carbonos que incorporan un grupo terbutilo y seis
0nillos de cinco miembros constituidos por un ciclopentano, un anillo espiro [4,41 nonano, un ciclo
tetrahidrofurano y tres anillos de lactona.
- EN 52021. Es el compuesto más activo de todos los de esta serie (1C50= 10-7M). Presenta una
alta especificidad y potente capacidad de unión al receptor del PAF en plaquetas de conejo y humanas y
disminuye la [Ca2>]>inducida por el PAF, lo que indica que también inhibe la subsecuente respuesta celular
mediada por la activación del ciclo de los Pl y la movilización de Ca2> (Braquet y cols, 1 987>.
Este compuesto inhibe la vasoconstricción y la reducción en la fuerza contráctil miocárdica en
corazones aislados de cobaya sometidos a anafilaxia cardiaca <Koltai y cola, 1988), disminuye la incidencia
de arritmias ventriculares (extrasístoles ventriculares, taquicardia y fibrilación ventricular> producidas en
situaciones de isquemia sin modificar la función cardiaca (Kcltai y cols, 1989) y reduce el tamaño del área
de infarto. Además, inhibe o revierte la hipotensión, hemoconcentración y extravasación inducida por PAF
e lgG; previene la hipotensión y edema pulmonar provocados por la endotoxina; evita las alteraciones
electromecánicas que ocurren en la anafilaxia cardíaca en cobayas sensibilizadas activa y pasivamente;
prolonga la supervivencia del transplante cardiaco en ratas <Koltai y cola, 1991>; aumenta la filtración
glomerular., flujo renal y excreción de Na en modelos de nefropatía producida por endotoxina en ratas
<Tolins y cols, 1989> y por la administración de PAF por vía sistémica e intrarrenal en perros <Hebert y cols,
1 987>; inhibe la producción de úlceras gastrointestinales inducidas por PAF y endotoxina <Braquet y cols,
1 988); contrarreste la hipotensión, trombocitopenia y leucocitopenia producidas en el shock endotóxico
<Sánchez-Crespo y Fernández-Gallardo, 1991>; antagoniza la hiperreactividad de vías aéreas y la
trombocitopenia inducidas por PAF (Pons y cols, 1989>; inhibe la formación de edema inducido por
inyección intradérmica de PAF en piel de conejo (Hellewell y Williams, 1989> y protege de forma dosis-
dependiente de la muerte inducida por el PAF en el ratón <Myers y cola, 1988).
- EN 52063. Es una mezcla estandarizada de los ginkgólidos A, E y C. Inhibe la ulceración gástrica
¡ flducida por PAF y endotoxina en ratas (Braquet y cols, 1988>; potencia los efectos de dosis submaximales
de ciclosporina A en transplantes de órganos y suprime la dermatitis de contacto en e] ratón <KoltaE y cois,
1 991>.
- 29 -
u
Introducción
o
H30
BM- 52021
2.2.2.2. Lionanos
.
Lignanos y neolignanos constituyen una inmensa familia química formada biogenéticamente por
dimerización oxidativa del hidroxialcoxifenilprOpanO (Braquet y cols, 1987). El término lignano queda
reservado para los compuestos cuyo precursor se dimeriza en el Ci?, de cada cadena lateral, mientras que
el de neolignano se aplica a los productos en los que la dimerización se realiza en el C no íA.
2.2.2.2.1. Neolignanos benzofuranoides.
Se obtienen a partir de la Pipar futokadsurae, planta utilizada como antirreumático y antialérgico.
Se han aislado varios compuestos naturales denominados Kadsurenona, Kadsurin A, Kadsurin E y
piperona (Merck>, de los cuales la KadsurenOna es un potente inhibidor de la unión de [3H)PAFenplaquetas de conejo <1C
50 = 1 0’
7M). El resto de los productos muestran una débil actividad biológica (Shen
y cols, 1985).
- KADSURENONA. Inhibe la agregación y degranulación inducida por el PAF en neutrófilos
humanos y la unión de [3H]PAFa plaquetas y receptores de pulmón <Shen y cols, 1985) En un modelo
de anafilaxia realizado en corazones aislados y perfundidos de cobaya, este compuesto bloquea la
disminución de la fuerza contráctil y del flujo coronario <Levi y cols, 1984>, así como el aumento del
hematocrito y los cambios cardiovasculares producidos por el PAF (Hwang y cols, 1 985a>. Así mismo,
inhibe la hipotensión inducida porendotoxina, la liberación de enzimas lisosomales <Doebber y cols, 1985).
la formación del edema <Hellewell y Williams, 1989> y el aumento de permeabilidad cutánea producido en
el cobaya tras la inyección de PAF. Sin embargo, la Kadsurenona presenta una semivida que oscile entre
30 minutos y 2 horas en animales, ya que es rápidamente metabolizada a glucurónidos por oxidación de
la cadena lateral <Braquet y cols, 1987).
o
011
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2.2.2.2.2. Lignanos furanoides sustituidos.
Varias estructuras de esta serie son potentes antagonistas de PAF. El BURSERAN, aislado de la
Bursera microph y//a, es un inhibidor especifico, aunque poco potente, de la agregación plaquetaria inducida
por PAF en conejos <Braquet y Godfroid, 1986). El NECTANDRIN A (EN 52010> y B (EN 52011), aislados
de la Nectandra ng/da brasileña <Braquet y Godfroid, 1986> y el BN 52004, aislado de la Magnolia
sa//cito//a, son compuestos que también poseen propiedades antagonistas de PAF.
- La síntesis de una molécula similar a los lignanos tetrahidrofuranos pertenecientes a esta serie
dió origen al compuesto L-652731,activo por vía oral y más potente que Kadsurenona tanto in vitro como
in vivo (Hwang y cols, 1985a). Es un potente inhibidor de la agregación plaquetaria inducida por PAF en
humanos y conejos y antagoniza la degranulación de los neutrófilos humanos. Revierte la hipotensión,
extravasación de proteínas plasmáticas, neutropenia y liberación de enzimas lisosomales producidas por
el PAF o por inmunocomplejos solubles en rata (Doebber y cols, 1986> y la endotoxemia (Doebber y cols,
1985). También revierte la respuesta inflamatoria alérgica tipo Arthus en conejos <Hwang y cols, 1 985b),
inhibe el incremento de presión intragástrica, la hipotensión sistémica, la hemoconcentración y el desarrollo
de erosiones agudas en la mucosa gastrointestinal inducidas porendotoxina <Koltai y cols, 1991). Además,
protege de forma dosis-dependiente de la muerte inducida por PAF en ratón <Myers y cols, 1988).
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- L-6531 50. Es un tioéster sintético del anterior que presenta mayor eficacia y duración de acción.
Inhibe la agregación y degranulación de neutrófilos humanos, la agregación plaquetaria en conejo, la
agregación de neutrófilos en cobaya, la liberación de enzimas, la permeabilidad vascular y la hipotensión
producida por PAF (Hosford y Braquet, 1990).
- L-659989. Es la molécula más potente de esta serie. Bloquea la agregación plaquetaria y la
degranulación de neutrófilos inducida por PAF y previene la extravasación y la liberación de enzimas
lisosomales, siendo la duración de su acción de 12 a 16 horas (Hosford y Braquet, 1 990>. Evita la
formación del edema inducido por PAF en piel de conejo (Hellewell y Williams, 1989>. En modelos de
isquemia/reperfusión, aumenta en un 80% la supervivencia de los animales, reduce el daño miocárdico y
la infiltración leucocitaria <loculano y cofs, 1994>.
2,2.2.2.3. Lignanos dibencilbutirolactonas.
La mayoría de estos compuestos proceden de plantas, pero también han sido identificados en la
orina animal y humana (Setchell y cols, 1983> por lo que se les ha atribuido un papel de inhibidores
endógenos de PAF <Braquet y cols, 1987>. La principal molécula identificada en la orina de mamíferos es
la Enterolactona. Son inhibidores débiles de la agregación plaquetaria inducida por PAF y del intercambio
1Na>/K” en eritrocitos humanos y en corazón de cobaya,
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2.2.2.3. Gliotoxinas y productos análogos.
Gliotoxinas y otras epipolitiodioxopiperazinas son toxinas que proceden de la fermentación de
ciertos hongos y actinomices. La mayoría presentan una estructura común, la dialquiltiopiperazindiona y
los dos compuestos más importantes son:
- FR-491 75. Aislado da Penici/Iiwn terli/cowski/, inhibe la agregación plaquetaria inducida por el
PAF en conejo y parcialmente la agregación inducida por la colágena; también antagoniza la broncoconstric-
ción inducida por el PAF en el cobaya (O.kamotay cola, 1a86).
- FR-900452. Al igual que el anterior, inhibe la agregación plaquetaria inducida por PAF y
colágena. En modelos de shock endotóxico previene, casi completamente la trombocitopenia y
leucocitopenia producida por el PAF en conejos y reduce la proteinuria en ratas nefróticas (Hosford y
Braquet, 1990>.
2.2.3. ESTRUCTURAS SINTETICAS.
En este grupo se incluyen fármacos que muestran una gran potencia inhibitoria de los efectos de
PAF.
- RP-48740. Inhibe la agregación plaquetaria inducida por el PAF en conejos y humanos;
antagoniza la hipotensión, trombocitopenia, hemoconcentración, hiperfibrinolisis, broncoespasmo y
ulceración gástrica inducida por PAF en conejos y ratas y la hemoconcentración causada por la endotoxina
<Hosford y Braquet, 1990). Además, previene el edema inducido por el PAF en la piel del conejo <Hellewell
— Me
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y Williams, 1989>.
- BN 50739. Inhibe la agregación plaquetaria inducida por PAF in vivo y ex vivo. Disminuye signi-
ficativamente la incidencia de arritmias ventriculares inducidas en corazones aislados de ratas sometidos
a isquemia regional, pero no modifica la función cardiaca; reduce el tamaño del área de infarto y previene
la hipotensión y el shock inducido por TNF~ y endotoxina en conejos y ratas conscientes (Koltai y cols,
1991).
- SM-1 2502. Inhibe la agregación plaquetaria, la hemoconcentración e hipotensión inducida por
el PAF en conejos y humanos y previene la muerte producida por el PAF en el ratón. Muestra una rápida
absorción oral y es soluble en agua, propiedad de la que carecen la mayoría de los antagonistas del PAF
<lmanishi y cols, 1994).
- E-5880. Inhibe la agregación plaquetaria inducida por el PAF en humanos, siendo uno de los
antagonistas más potentes de esta serie. En modelos de sepsis producida por bacterias gram negativas,
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atenúa de forma dosis-dependiente las manifestaciones de la coagulación intravascular diseminada y
previene los cambios histológicos que se producen en hígado y riñón <Ou y cols, 1994).
2.2.4. AGENTES FARMACOLOGICOS.
Existen compuestos que, aunque pertenecen a clases o grupos farmacológicos bien definidos,
muestran una acción antagonista de PAF. Entre estos están:
2.2.4.1, Hetrazeninas
.
Se definen como Oxazepinas, Tiazepinas o Diazepinas según el tipo de heteroátomo que incluya
el anillo diazepinico de siete miembros <0, 5 ó N, respectivamente). Por lo general, son compuestos que
actúan sobre el sistema nervioso central <SNC). En el hombre y otros mamíferos, los efectos más
característicos de estos fármacos son sedación, hipnosis, disminución de la ansiedad, relajación muscular,
actividad anticonvulsivante y actividad antidepresiva (alprazolam). Unicamente, dos efectos de estos
fármacos parecen deberse a acciones sobre los tejidos periféricos: la vasodilatación coronaria, que aparece
después de la administración intravenosa de dosis terapéuticas de ciertas diazepinas y el bloqueo
neuromuscular, que aparece a dosis muy altas. Algunos de estos fámacos tienen actividad antagonista del
PAF:
- ALPRAZOLAM y TRIAZOLAM. Presentan un nitrógeno incluido en el anillo diazepinico y dos
anillos <bencénico y triazolo) fusionados a él. Son inhibidores específicos de la agregación plaquetaria
inducida por el PAF en conejos <Hosford y Braquet, 1990) y de la movilización de Ca2~ libre citosélico
producido por el PAF en plaquetas humanas <Koltai y cols, 1991).
- BEOTIZOLAM. Como los anteriores, presenta un nitrógeno incluIdo en el anillo diazepínico y dos
anillos <triazolo y tieno) fusionados a él, Utilizado clinicamente como hipnótico, inhibe la agregación de
plaquetas y neutrófilos en humanos (Hosford y Braquet, 1990). Administrado por vía oral o intravenosa,
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inhibe de manera dosis-dependiente la broncoconstricción producida por el PAF en cobayas y la hipotensión
observada en ratas <Koltai y cols, 1991>.
- Por modificaciones en la molécula del brotizolam, se sintetizaron una serie de compuestos
carentes de actividad central, ya que por su marcada hidrosolubilidad son incapaces de atravesar la barrera
hematoencefálica, Estos fármacos no se unen al receptor benzodiazepínico y, sin embargo, tienen una alta
afinidad por el del PAF. El primero de esta serie fue el WEB-2806 (Casals-Stenzel y cols, 1987> que inhibe
la agregación de plaquetas y neutrófilos inducida por PAF en humanos, la trombocitopenia y neutropenia
en el cobaya y la hipotensión en la rata. Inhibe la vasoconstricción y vasodilatación coronaria inducida por
el PAF sin interferir en los efectos producidos por LTE4, LTC4 y LTD4, así como los efectos inotrópicos
negativos inducidos por el PAF, por lo que se le considera como un antagonista selectivo del receptor de
PAF <Felix y cols, 1990; Vleeming y cols, 1992). Previene las alteraciones cardiovasculares y respiratorias
producidas por la anafilaxia y el shock endotóxico, al igual que los cambios producidos por la endotoxina
y el TNFa sobre la mortalidad y la velocidad del tránsito intestinal (Koltai y cola, 1991> y el dafio gástrico
causado por el PAF <Sánchez-Crespo y Fernández-Gallardo, 1991), También inhibe el edema cutáneo
producido por el PAF en conejos (Hellewell y Williams, 1989>.
- La formación de un anillo ciclopentano entre el Ca y el C, da lugar al compuesto WEB-21 70 y
a su análogo STY 2108. Ambos inhiben la broncoconstricción e hipotensión inducida por el PAF en
cobayas y ratas, respectivamente <Hosford y Braquet, 1990>. El WEB-21 70 inhibe de forma dosis-
dependiente la respuesta inflamatoria inducida por el PAF en la pata de rata <Koltai y cols, 1991) y acelara
el proceso curativo en la colitis crónica de la rata <Wallace, 1990). Además, prolonga la supervivencia del
alotranspíante cardíaco en ratas tratadas con dosis bajas de ciclosporina, debido a su acción sobre la
adherencia celular (Da Costa y cola, 1 990).
o
]13C
N
fi
ci
Wt~i3- 2OSr,
- 36 -
/ntroducción
2.2.4.2. Bloqueantes de los canales de Calcio
Se ha comprobado que ciertos agentes bloqueantes de los canales de Ca2’~ tipo L, como
GALOPAMILO y DILTIAZEM inhiben las acciones del PAF (Tuffin yWade, 1985). Producen una inhibición
competitiva de la agregación plaquetaria en conejos y humanos, lo que sugiere la existencia de una posible
relación entre el receptor de PAF y el canal de Ca24 en la membrana de las plaquetas <Vatone, 1987>. Sin
embargo, productos pertenecientes ala familia de las 1 ,4-Dihidropiridinasson débiles antagonistas de PAF.
3. CANALES DE CALCIO Y PAF.
El Ca2~ juega un papel fundamental en múltiples procesos celulares y se le considera como un
mensajero en la transmisión de señales a través de las membranas biológicas y a nivel intracelular. Así, a
nivel cardiovascular, el Ca24 está implicado en la regulación del acoplamiento excitación-contracción de
la musculatura lisa y cardíaca, en el acoplamiento excitación-secreción de neurotransmisores y hormonas,
en la excitabilidad y velocidad de conducción de las células de los nodos sinusal y A-y, en la duración del
potencial de acción cardiaco y de ciertas formas de automatismo anómalo que aparecen en fibras cardíacas
parcialmente despolarizadas. A nivel más general, el Ca24 también regula la activación de diversos enzimas,
la coagulación, agregación plaquetaria, diferenciación y proliferación celular y adhesión e integridad celular
<Godfraind y cols, 1988; Meldolesi y Pozzan, 1987; Nayler, 1988).
Las células mantienen una distribución iónica asimétrica a ambos lados de la membrana celular,
como consecuencia de diferencias en la permeabilidad de dichas membranas y de la existencia de bombas,
cuya función permite mantener el gradiente electroquímico. Así, en las células musculares cardiacas y lisas
vasculares en reposo, la concentración de Ca24 intracelular libre es de 10.000 veces menor que la
concentración de Ca24 extraceiular (1 07M vs 1 03M). Por otro lado, el interior de la célula es electronegatu-
o
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yo (entre -85 y -55 mv), es decir, que existe un gradiente electroquímico que tendería a faciLitar la entrada
de Ca2> extracelular hacia el interior de la célula, Sin embargo, y aunque en una célula en reposo la
membrana celular es muy poco permeable al Ca2>, durante la activación celular la concentración de Ca2~
intracelular aumenta hasta 100 veces. Este aumento es debido a la entrada de Ca2> extracelular y/o a la
liberación del Ca2> almacenado en el retículo sarcoplásmico. La entrada de Ca2> extracelular a favor de su
gradiente electroquímico se realiza a través de los canales específicos para el Ca2> o a través del
intercambio Na>/Ca2>. Este movimiento del Ca2~ a través de sus canales puede medirse como una
corriente iónica y actúa como mensajero celular <Triggle y cols, 1989).
Los canales iónicos pueden ser regulados mediante señales químicas o eléctricas, de ahí que los
canales de Ca2~ se dividan en dos clases:
3.1. CANALES DE Ca2’ ACTIVADOS POR RECEPTORES.
Los canales iónicos sujetos a modulación química pueden ser activados:
a> Directamente, tras la unión del agonista a su receptor <Hille, 1964; Triggle y cols, 1989).
b) Indirectamente, a través de segundos mensajeros que se activan tras la activación del
receptor <Hockberger y Swandulla, 1987; Hofmann y cols, 1 987).
El receptor y el canal iónico puedan estar en la misma proteína o formando un complejo
oligomérico, comunicados ambos directa o indirectamente mediante segundos mensajeros como el AMPc,
GMPc, DAG, PI<C e IP
3. Adicionalmente, los canales pueden estar modulados por receptores unidos a
nucleótidos de guanina acoplados a la proteína G <Brown y Birnbaumer, 1988; Triggle y cols, 1 989>.
Los canales de Ca
2> acoplados a receptores pueden ser activados por el IP
3, IP4 <metabolito del
anterior>, la PLC y el ATP (Von Tscharner y coK, 1986; Kuno y Gardner, 1987; Penner y cols, 1988;
Triggle y cols, 1989>. El IP3 e IP4 producen la liberación de Ca
2> intracelular procedente del retículo
sarcoplásmico y vacían el Ca2> almacenado a este nivel; el vaciamiento de los depositos intracelulares,
activa los canales de Ca2> de la membrana, lo que permite la entrada de Ca2> y rellena los depósitos. De
esta forma, la activación del receptor se acopla a la entrada de Ca2 extracelular (Luckhoff y Clapham,
1992),
Se ha demostrado que el PAF induce un rápido incremento de ~> intracelular en plaquetas de
conejo y humanas <Avdonin y cols, 1987>, en neutrófilos de conejo y humanos (Molski y cols, 1989>, en
PMNs humanos <Ng y Wong, 1989a), en células neuronales <Kornecki y Ehrl[ch, 1988> y en células
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endoteliales humanas a través de la unión a su receptor (Hirafuji y cols, 1988). El aumento de Ca24
intracelular inducido por PAF es un proceso mediado a través de la estimulación de receptores específicos,
ya que los antagonistas del PAF suprimen este aumento de forma dosis-dependiente <Ng y Wong, 1 989b).
Estudios sobre la cinética de los cambios en la concentración de Ca2 intracelular en plaquetas humanas
han revelado que el tiempo que transcurre entre la unión del ligando a su receptor y la aparición del
incremento de Ca2 en el interior de la célula es de 200-400 ms <Sage y Rink, 1987). La unión del PAF a
su receptor activa la PLC e hidroliza los fosfolípidos de la membrana, produciendo fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato que a su vez, produce dos moléculas que actúan como segundos mensajeros: IP
3 y DAG. El IP3
induce movilización de Ca
24 de sus depósitos internos y el DAG, por otro lado, activa la PKC y fosforila
diversas proteínas especificas, que también estarían implicadas en la movilización de Ca24 intracelular
(Braquet y Godfroid, 1986). Además, el aumento en la concentración de Ca2 intracelular y la disminución
de Ca24 almacenado en el retículo sarcoplásmico podrían activar los canales de Ca24 activados por receptor
situados en las membranas celulares, favoreciendo la entrada de Ca24 extracelular a su través <Hwang,
1990; Berridge, 1990>. Estudios recientes han mostrado que las plaquetas humanas poseen canales de
Ca24 activados por receptor que no parecen acoplarse a segundos mensajeros (Mahaut-Smith y cols, 1990;
Sage y cols, 1992>, lo que explicaría por qué el PAF, a la concentración de 1 &12M, estimule la entrada de
Ca24 sin aumentar o aumentando poco el contenido de >~a <James-KracKe y cols, 1994).
3.2. CANALES DE Ca2~ ACTIVADOS POR CAMBIO DE VOLTAJE.
A partir de estudios electrofisiológicos y farmacológicos se ha podido establecer diferentes tipos
de canales de Ca2~ activados por cambio de voltaje:
3.2.1. CANALES TIPO-L,
Se activan a -30/-20 mV <fase 2 del potencial de acción), alcanzando su máxima activación entre
O mV y + 20 mV y presentan un potencial de inversión de ±80mV y una conductancia de 1 8-24 pS en
presenciade 110 mM de Ba2~ (HoseyyLazdunski, 1988; Sean, 1989; Tsien ycols, 1991>. Suinactivación
<T> 200 ms) es voltaje y Ca2t-dependiente <se acelera al aumentar la [Ca241
0,cuando el Ca
2 se remplaza
por Sr2~ ó Ea2, cuando el Ca24 se tampona con EGTA o se bloquea con Co2~). La constante de tiempo
de reactivación aumenta desde 100 msa -80/-lOO mV <30-50 ma y 25 msa 370C) hasta 240 msa -40
mV. Se bloquea por cationes di/trivalentes (La3F, Cd24, Mn24 y Co24> y por fármacos (bloqueantes de los
canales de Ca2~, ECCa) y mediadores celulares <neuropéotido Y, somatostatina y AA>. La Angiotensina II,
CGRP, paratormona, vasopresina (Vi), serotonina (5-HT4), sustancia P y PGI
2 activan los canales tipo L.
Estos canales L constituyen la principal vía de entrada de Ca
24 en las células musculares lisas vasculares
y cardíacas y contribuyen a la liberación de neurotransmisores y hormonas en diversas células endocrinas.
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El canal constadaS subunidades: a~ subunit <212 kd y 175 kd), 02(145 kW, lA <54 kd>, y <30 kW
y 6<27 kd> <Catterall, 1988; McKenna y cols, 1990; Tsien y cols, 1991). La subunidad a, actúa como
canal voltaje-dependiente y contiene los puntos de unión para los ECCa. El RNAm que codifica esta
subunidad se encuentra anal brazo corto del cromosoma 12(1 2p1 3.3> existiendo múltiples isoformas (8.5
kb) procedentes de distintos genes. La subunidad a1 presenta cuatro dominios transmembrana (¡-IV), cada
uno de los cuales contiene 6 segmentos transmembrana (S1-56>. La subunidad 6 contiene puntos de
fosforilación para la PKA dependiente del AMPc <Campbell y cols, 1988; Catterall, 1988), La coexpresión
de subunidades 02/6 y 6 aumenta la amplitud y desplaza a valores más negativos la activación de la
corriente de Ca
2*. La coexpresión de las subunidades a~/6 <Lory y cols, 1993) aumenta el número de
puntos de unión para DHPs y acelere la inactivación del canal.
3.2.2, CANALES TIPO-P.
Descritos inicialmente en células cerebolosas de Purkinje, presentan una conductancia de 9-18 pS
en presencia de 80 mM Ba2~ <5-8 PS en 100 mM Ca2t (LImas y cols, 1 989a), Se activan a potenciales
negativos- a-SO mV y muestran una inactivación muy lenta <r= 1 s>. Se distribuyen ampliamente por el
sistema nervioso central, predominando en las fibras de Purkinje, oliva inferior, bulbo olfatorio e hipocampo
(Hiliman y cola, 1991>. Son resistentes a DHPS y o-conotoxina, paro se bloquean por Cd2t Co’ y por
el veneno de la araña Age/enops/s aperta (Ftx> (LImas y cols, 1 989b). Una de las fraccionas purificadas,
la agatoxina IVA, es un bloqueante competitivo de estos canales.
3,2,3. CANALES TIPO-N.
En las neuronas N del ganglio dorsal se activan a potenciales positivos a -50 mV, presentan una
conductancia de 7-14 pS y su inactivación <T= 50 ms) es un proceso Ca2*~dependiente <Fox y cols, 1987a
y b>. Son sensibles a DHPs y se bloquean deforma irreversible por la toxina co-conotoxina GVIA, un veneno
del caracol marino Conus geograp/ius. También se bloquean de forma reversible por la c~-conoíoxina
MVIIC, extraída del caracol Conus magus. Los canales N se encuentran principalmente en neuronas
simpáticas y sensoriales, localizándose en los terminales presinápticos correspondientes a las zonas activas
que participan en la liberación del neurotransmisor <MiLler, 1987; Smith y Augustine, 1988; Sher y cois,
1991; Bertolino y LImas, 1992) y en tejidos endocrinos, pero no parecen existir en células musculares.
Parecen estar implicados en el control de la transmisión sináptica en neuronas periféricas y en el control
da la liberación hormonal en células endocrinas <Bertolino y LImas, 1992).
3.2.4. CANALES TIPO-T.
Se activan <T= 20 ms> entre -80h50 mV, alcanzan su conductancia máxima (5-9 PS) a -40/-lO
mV y su potencial de inversión a +401+50 mV. Su inactivación es voltaje-dependiente y se completa
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a -40 mV; sin embargo, su inactivación (r= 5-10 ms) no se modifica tras adicionar EGTA a la pipeta, al
aumentar la ICaQtj0 o al cambiar Ca2t por Ba2~, lo que indica que no depende de la [Ca2t1. Se bloquea por
cationes (es más sensible al Ni2~ y menos al Cd2t>, Tetrametrina, AA, Amilorida, algunos alcoholes
<octanol, decanol>, Flunarizina y Difenilhidantoina; sin embargo, es insensible a Bey 1<8644 o a
Isoproterenol, Por el contrario, Angiotensina II y Ouabaina facilitan la apertura de los canales tipo T. El
rango de activación <-85 a -55 mV) de los canales T coincide con la parte final del potencial marcapaso y
es 10 mV menos negativo que el de la corriente de entrada de Na~ (NNO)’ Por ello, podrían tener su papel
en la actividad marcapaso y en la conducción de impulsos en tejidos en los que la l14~ está parcial/totalmen-
te inactivada por la despo[arización del potencial de membrana (Em> <Bean, 1985; Carbone y cols, 1987;
Bolton, 1988; Tseng y cols, 1989).
Los canales tipo-L y T condicionan dos tipos diferentes de corrientes de Ca2t cuyas características
difarenciadoras son las siguientes:
L T
Amplitud (pA) 0,4 - 2 0.48 - 2
Densidad (pA/pF> 0.4 - 1.2 0.13
Conductancia <pS>
(llOCa/llOmMRa) 8/25 6-8
Selectividad Ca2t > Sr2”> Ba2t Ca2t = Ea2t
Umbral (mV> -30 < 60
Inactivación Ca2t/Voltaje Voltaje
Distribución General No general
Función Contracción Actividad Marcapaso
3.2.5, OTROS CANALES DE Ca.
Utilizando toxinas como herramientas de trabajo se han identificado los canales O, que se
corresponden a un sitio de alta afinidad para la a-conotoxina MVIIC y el canal Q, identificado en neuronas
de hipocampo, que es insensible al bloqueo por DHPs, o-conotoxina GVIA y agatoxina IVA, pero que es
bloqueado por la co-conotoxina-MVIIC, Existe un nuevo canal, el A, de rápida inactivación insensible a
DHPs, cn-conotoxina GVIA, agatoxina IVA y ú»conotoxina MVIIC, pero que se bloquea por el Ni2t.
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3Á3. MECANISMO DE ACCION DE LAS DIHIDROPIRIDINAS BLOQUEANTES DE LOS
CANALES DE Ca2t.
Estos fármacos se unen específicamente a receptores localizados en la subunidad a
1 del canal tipo-L
de Ca
2t, estando su afinidad modulada por el estado (reposc-R, activo-A, inactivo-l) del mismo. Atraviesan
la superficie lipidica de la membrana y alcanzan su receptor por difusión lateral tras incorporarse a la
membrana. El receptor es una región hidrofóbica cercana a la superficie externa del canal localizada en los
segmentos SS-56111 (989-1022 y 1025-1040) y 1V56 (1349-1391)
Las DHPs exhiben mayor afinidad por el estado 1, no conductor, que es el que predomina al
despolarizarel potencial de membrana y en las células que generan potenciales de acción más prolongados.
El potencial de reposo en las células musculares auriculares y ventriculares y de Purkinje es muy negativo
(-80 a -90 mV), mientras que en los nodos SA y AV cardiacos y en las fibras musculares lisas vasculares
es de unos -80 mV. Por otro lado, la duración del potencial de acción cardiaco oscila entre 175-350 ms,
mientras que en las fibras musculares lisas vasculares se prolonga durante varios segundos. Ello explica
por qué los ECCa presentan más afinidad por las fibras musculares vasculares que por las células nodales
y musculares cardiacas y pueden producir vasodilatación a concentraciones a las que apenas si modifican
la contractilidad cardiaca, la frecuencia sinusal o la conducción AV <selectividad vascular).
Las DHPs no prolongan la reactivación del canal tipo-L por lo que el número de canales que se
encuentran en estado 1 no aumenta al incrementar la frecuencia cardiaca. es decir, que el bloqueo que
producen no es frecuencia-dependiente. Este hecho, unido a la taquicardia refleja que por su acción
vasodilatadora producen, explica por qué las DHPs carecen de propiedades antiarritmicas.
Las 1 ,4-dihidropiridinas representan un grupo de fármacos muy importantes en Ja terapéutica
cardiovascular. Están encuadradas dentro del heterogéneo grupo de compuestos denominado bloqueantes
de los canales de Ca2t, cuyas propiedades farmacológicas son consecuencia directa de su capacidad para
inhibir el flujo de entrada de Ca2t a través de los canales tipo-L de las células excitables (Sppeding y
Paoletti, 1992>.
Para que estos compuestos presenten actividad bloqueante de la entrada de Ca24 han de reunir una
serie de condiciones estructurales <Mannhold y cols, 1982; Janis y Triggle, 1 983; Rampe y Triggle, 1989;
Triggle y cols, 1989; Triggle, 1 991 a y b)
Es imprescindible la hidrogenación en la posición 1,4 del anillo de la piridina. La oxidación
del anillo dihidropiridinico anula dicha actividad.
- La actividad antagonista aumenta con la presencia de sustituyentes en la posición 4 deI
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anillo dihidropiridinico. Ef orden de actividad para estos sustituyentes es: H < metilo <
cicloalquilo c heterociclo < fenilo < fenilo sustituido.
- La presencia de radicales en el anillo fenilo aumenta la actividad antagonista. Estos
sustituyentes suelen ser aceptores de electrones, como el grupo NO2, y el orden de
actividad es: posición orto > meta > para.
- El radical en posición 2 suele ser un grupo alquflico pequeño <metilo). A veces, todo el
grupo éster es sustituido por un grupo acetil, ciano o cetona,
- El radical del C2 suele ser un grupo alquilico.
- Es imprescindible la presencia de un H en el N para poder interaccionar con el receptor del
canal,
El C5 puede ser un carbono asimétrico, presentando los enantiómeros del fármaco actividad
agonista o antagonista.
El radical del C6 puede ser voluminoso (isobutil, etc.>.
Se ha propuesto que el anillo dihidropiridinico ha de adoptar una conformación de bote y el radical
fenilo en posición 1 estar en un plano distinto al del anillo de DHP, en posición pseudoaxial. De este modo,
la libertad rotacional del radical fenilo sobre el enlace formado entre el C1 y C7 está estéricamente
restringida y, por tanto, el plano del anillo fenilo está obligado a permanecer encerrado entre e] plano de
simetría vertical constituido por el N y el C1 del anillo de DHP. Con respecto a los sustituyentes del radical
fenilo, existe una preferencia hacia la conformación sinperiplanar (alejada del anillo de DHP), siendo ésta
la que mejor encaja con el receptor. Las funciones éster de los C2 y C5 han de estar coplanares con el anillo
de DHP, Por último, el enlace N-H es fundamental para la interacción con el receptor, ya que estabiliza la
estructura al poseer un grupo donador de electrones para formar enlaces con la proteína del canal <Triggle
y cols, 1989).
Ultimamente, se han sintetizado compuestos con estructura 1 ,4-DHP, carentes de actividad
antagonista de Ca
2t pero si con una potente actividad antagonista del PAF. Entre ellos están:
-UK-74,505. Es el compuesto más activo de una nueva serie de 2-<4-heterociclofenil>-1 ,4-DI-íPs.
Presenta un grupo 2-metilimidazo[4,5-clpiridilfenilo en posición 5, un clorofenilo en posición y un grupo
2-piridilcarbarnoil en posición 2 <Cooper y cols, 1992), Posee una alta selectividad por el receptor de PAF,
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mientras que la afinidad por el binding de 13H]Nitrendipino es débil {1C50= 6.6 pM). Inhibe la agregación
plaquetaria inducida por el PAF <1C60=25 nM), pero no la producida por Trombina, Colágeno, AA 6 ADP.
Administrado en perros por vía oral, el UK-74, 505 inhibe la agregación plaquetaria producida por el PAF
y este efecto persiste durante 24 horas. In vitro es 33 veces más potente que WEB-2086 y alrededor de
8 veces más potente en el test de letalidad del ratón inducido por PAF. Sin embargo, el fármaco per se,
administrado por vía oral en perros conscientes, no produce cambios en la frecuencia cardiaca ni sobre la
presión arterial, Este fármaco, que presenta una elevada potencia por vía oral, alta selectividad y larga
duración de acción, se encuentra actualmente en fase II de investigación clínica (Cooper y cols, 1992>.
-PCA-4248. En los últimos años, la principal línea de investigación seguida por los Laboratorios
Alter ha sido la modulación del núcleo 1 ,4-dihidropiridlnico, con el fin de obtener productos con diferentes
actividades farmacológicas (antitrombóticos, Bloqueantes de los canales del Ca2t, etc>; entre ellos, algunos
derivados dihidropiridinicos presentaban una potente actividad como antagonistas del receptor del PAF.
Dentro deeste último grupo, el PCA-4248 [2-Ueniltio>etil-5-metoxicarbonil-2, 4,8-trimetil-l ,4-dihidropiridina-
3-carboxilatol demostró ser el compuesto más activo.
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El PCA-4248 inhibe de forma dosis-dependiente la agregación plaquetaria y le liberación de ATP
y serotonina inducida por el PAF en plaquetas de conejo (Sunkel y coK, 1990>, pero no inhibe la
agregación plaquetaria inducida por AOl’, trombina, colágena ó AA. También inhibe la agregación de
plaquetas humanas de forma dosis-dependiente (Ortega y cols, 1990>. Además, el PCA-4248 es un
potente inhibidor de la unión del PAF a sus receptores en PMNs, incluso más potente que sobre el receptor
plaquetario <Ortega y cols, 1990) y carece de efectos inhibitorios sobre la actividad de la PLA2 (Preclinical
study of the new PAF-antagonist PCA-4248, N
0 PRCL424B). Ensayos realizados sobre macrófagos
estimulados por PAF y formil-metil-leucil-fenilalanina (fMLP) muestran que el PCA-4248 bloquea de manera
dosis-dependiente la producción de anión superóxido inducida por ambos, siendo esta inhibición menos
marcada en macrófagos estimulados por fMLP que por PAF <Preclinical study of the new PAF-antagonist
PCA-4248. N0 PRCL424S>.
Con respecto a los estudios realizados in vivo, el PCA-4248 inhibe de forma dosis-dependiente la
migración eosinofllica tras la inyección intraperitoneal de PAF en el cobaya (Preclinical study of the new
PAF-antagonist PCA-4248, N0 PRCL424S> y la exudación y acumulación de leucocitos y eosinóf líos
inducidas tras la administración de PAF en la cavidad pleural de ratas <Lima y cols, 1990>. Además, inhibe
la extravasación de plasma inducida por PAF <1 pg/Kg), inmunoagregados solubles (40 mg/Kg> y
endotoxina (0.5 mglKg) i.v, (Fernández-Gallardo y cols, 1990>; inhibe la leucopenia y trombocitopenia
inducida por la endotoxina, reduce significativamente la extravasación de plasma rico en proteínas e inhibe
de manera dosis-dependiente la hipotensión sistémica causadas por 2,4-dinitrofenil-ASA (DNP-BSA>
(Fernández-Gallardo y cols, 1 992). Sin embargo, no evita la formación de LTD
4 producido en respuesta al
antígeno, lo que indica que actúa solamente a nivel del receptor de PAF. También reduce de forma dosis-
dependiente la mortalidad producida por eL PAF o la endotoxina en el ratón <Sunkel y cols, 1990>.
La administración intradérmica de PAF produce un acúmulo de seroalbúmina bovina marcada <12Bl~
ESA> en el lugar de la inyección, que alcanza su máximo al cabo de 30 minutos. Este efecto es bloqueado
cuando el animal se pretrata con PCA-4248 (1 mg/kg). La administración intradérmica de TNFQ (0.2 mg/kg>
también produce un acúmulo de
1251-BSA, que es igualmente bloqueado por el PCA-4248. Esta inhibición
podría no estar relacionada con el receptor de PAF, lo que sugiere una cierta actividad anti-TNF del PCA-
4248 <Fernández-Gallardo y cola, 1990).
El PCA-4248 (3-10 mg/Kg> antagoniza la broncoconstricción inducida en cobayas tras la
administración por vía sistémica e intratraqueal de PAF y reduce el número de plaquetas y leucocitos
circulantes de forma dosis-dependiente. Sin embargo, a esas mismas dosis, no antagoniza la broncocons-
tricción producida tras la administración intravenosa de histamina, serotonina o acetilcolina, lo que
demuestra su selectividad. En pulmón aislado de cobaya, sensibilizado o no, inhibe la broncoconstricción
inducida por 100 y 1000 ng de PAF, así como la formación de TXE
2 y de anión superóxido producidos por
macrófagos alveolares estimulados por PAF y fMLP (Desquand y cola, 1990 y 1993).
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La administración oral de PCA-4248 en ratas (2.5-25 mg/Kg> inhibe de manera dosis-dependiente
la exudación pleural inducida por PAF (1 yg/cavidad> y, en menor extensión, por serotonina <100
pg/cavidad), pero no modifica la inducida por histamina (200 pg/cavidad). Sin embargo, en modelos de
pleuresra inducida por un alergeno (ovoalbúmina> en ratas sensibilizadas activamente, el PCA-4248 inhibe
parcialmente la exudación pleural por un mecanismo independiente del PAF, ya que antagonistas
específicos del receptor de PAF como WEB-20á8 y EN 52021 son inactivos, lo que sugiere un mecanismo
relacionado posiblemente con la serotonina <Precrinical study of the new PAF-antagonist PCA-4248, N0
PRCL424S).
En modelos de inflamación inducida por PAF y carragenina en la pata de ratón han mostrado que
PCA-4248 produce una inhibición, dosis-dependiente, del edema de la pata, de la exudación pleural y de
la migración celular inducida por ambos (Henriques y cols, 1990). La inhibición del edema producido por
PAF en ratón sensibilizado con una dosis de antígeno es menor que en ratón no inmunizado e inmunizado
sin dosis de recuerdo, ya que la cantidad de PAF endógeno liberado durante la reacción anafi[áctica podría
no ser muy elevada, lo que indicaría un antagonismo exclusivo del receptor de PAF (Amorirri y cols. 1993>.
En ratas a las que se inducen úlceras mediante la administración intravenosa de PAF (50
ng/Kg/mm), seguida de la administración a través de una cánula esofágica de una solución que contiene
un 5% de etanol y 100 mM de HCI, el PCA-4248 reduce el daño de la mucosa gástrica <hiperemia,
vasocongestión y hemorrágia) de manera dosis-dependiente; igualmente, disminuye el daño gástrico
producido por la endotoxina de la Sa/monella typhosa (75 mg/Kg) (Preclinical study of the new PAF-
antagonist PCA-4248, N0 PRCL4248>.
En estudios realizados sobre la toxicidad renal producida por Ciclosporina A en el conejo, el PCA-
4248 revierte la disminución de la filtración glomerular y aumenta la reabsorción de Nat, lo que sugiere
una protección de la función tubular y confirma la posible implicación del PAF en la nefrotoxicidad
producida por Ciclosporina A (Fonteles y cols, 1990).
En el transplante cardíaco heterotrópico en ratas Lewis, el PCA-4248 <10 mg/kg/día> disminuye el
infiltrado inflamatorio, la intensidad del edema y necrosis miocelular, así como las vasculitis, pero no
modifica la supervivencia (Jiménez de la Puerta, 1993).
Finalmente, ensayos clínicos en fase 1 muestran que el PCA-4248 no produce cambios sobre [a
presión arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, parámetros bioquímicos o hematológicos. A
la dosis de 1 60 y 320 mg reduce de forma dosis-dependiente la agregación plaquetaria inducida por PAF
(Preclinical study of the new PAF-antagonist PCA-4248, N0 PRCL424B>.
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Justificación de la Tesis
JUSTIFICACION DE LA TESIS.
El Factor de Activación Plaquetaria o PAF es un potente mediador inflamatorio de carácter
fosfolipidico que está implicado en una gran variedad de procesos fisiopatológicos. El desarrollo de potentes
y selectivos antagonistas del receptor del PAF ha proporcionado la posibilidad de analizar la participación
real del PAF en diferentes patologías y ha contribuido al tratamiento de enfermedades tales como asma,
inflamación, isquemia y en diversos tipos de shock.
El grupo de investigación de los Laboratorios Alter, interesado en la modulación del núcleo 1,4-
dihidropiridinico y en el estudio de la actividad asociada a este núcleo, llegó a la síntesis del compuesto
PCA-4248, una 4-alq uil-1 ,4-dihidropiridina. Dicho compuesto, que no presentó propiedades bloqueantes
de canales de Ca2”, mostró una potente actividad inhibitoria de la agregación plaquetaria inducida por PAF,
sin modificar la respuesta de las plaquetas a otros agentes agonistas.
Debido a que los resultados obtenidos con varios antagonistas de PAF en los ensayos clínicos de
asma bronquial no han sido muy satisfactorios, en la actualidad el interés de estos compuestos se centra
en su posible utilidad en el tratamiento del shock. Por tanto, el objetivo de esta tesis se ha centrado en
1 .- El estudio de los efectos cardiovasculares del PCA-4248 in vitro.
2.- El estudio de los efectos cardiovasculares del PCA-4248 in vivo.
3.- El posible efecto protector del PCA-4248 en varios modelos de shock experimental.
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Material y Métodos
1. ESTUDIOS REALIZADOS 1V VITRO.
1.1. REGISTRO DE LA FUERZA CONTRACTIL EN LA AORTA AISLADA DE CONEJO,
La aorta aislada es la preparación de elección para evaluar sustancias potencialmente
vasodilatadoras, cuyas propiedades farmacológicas están vinculadas a su capacidad para inhibir la entrada
del Ca2t en la célula a través de canales iónicos específicos, sensibles a cambios de voltaje.
Las aortas se colocaron en baños de órganos de 40 ml de volumen, de doble pared, a través de la
cual circula liquido caliente procedente del sistema de calentamiento, lo que permite mantener el liquido
nutricio a temperatura constante (37 ±0.10C) durante todo el experimento. E] bafio del órgano tiene en su
parte inferior un sistema de desag~ie, conectado a una trompa de vacio,
El liquido nutricio utilizado fue una solución Krebs-Henseleitbicarbonatadode la composición (mM>:
NaCí, 110; CaCI
2, 2.5; KCI, 4.7; KH2PO4, 1.2; MgSO4.7H,O, 1.2; NaHCO3, 25y glucosa, 11. En algunos
experimentos se utilizó Krebs libre de Ca
2t y con una concentración de KCI de 35 mM. La solución se
oxigenó a través de un tubo de vidrio con una mezcla carbógena que contiene un 5% de CO, y un 95%
de 0,, manteniendo un burbujeo constante durante todo el experimento.
Las arterias se conectaron a un transductor isométrico PANLAS UF- 1, registrándose la contractilidad
aórtica en un registrador OMNISCRIRE D-500 (Bausch and Lomb).
1.1.1. MONTAJE DE LA PREPARACION.
Se utilizaron conejos albinos Neozelandeses machos de pesos comprendidos entre 2-2.6 Kg. Se
sacrificó y desangró al animal por decapitación y a continuación se procedió a la apertura del tórax. Se
retiraron el corazón y los pulmones para facilitar la extracción rápida de la aorta, utilizando la porción
torácica inmediatamente después del cayado aórtico, que se colocó en una placa de Petri que contenía
solución Krebs a temperatura ambiente. La aorta se limpió cuidadosamente de tejido conectivo y se cortó
en tiras helicoidales de 2-3 mm de ancho por unos 15 mm de largo.
Los extremos de las tiras se ataron con hilo de seda 000; el extremo superior se fijó al tranaductor
y el inferior a una varilla fijada en el baño de órganos. Las tiras fueron sometidas a una tensión inicial de
2,5 g y se estabilizaron durante al menos una hora en solución libre de Ca”’. Pasado este tiempo, se
sustituyó el Krebs libre de Ca’” por Krebs libre de Ca”’ que contenía 35 mM de KCI, con el fin de
despolarizar la membrana. Diez minutos después, se adicionaron 1.5 mM de CaCI, al medio de incubación,
lo que provocó la contracción de la aorta. La adición de CaCI, fue repetida varias veces hasta obtener dos
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contracciones iguales, a las que se les asignó el valor control <100%>. A continuación, las aortas se
incubaron en Krebs libre de Ca2” que contenía 35 mM de KCI y se añadió la primera dosis del fármaco a
ensayar; al cabo de 10 minutos se volvió a provocar la contracción con 1.5 mM de CaCI,.
En otro grupo de experimentos, las tiras de aorta se incubaron en Krebs-Henseleit y se indujo una
respuesta contráctil tras la adición al baño de Noradrenalina (NA) 1
0q M, Esta operación fue repetida varias
veces hasta obtener dos contracciones iguales, a las que se asigné el valor control,
1.2. REGISTRO DE LA FUERZA CONTRACTIL EN ARTERIA CORONARIA AISLADA DE CERDO.
1,2.1. MONTAJE DE LA PREPARACION.
Se utilizó la arteria coronaria descendente anterior izquierda procedente de corazones de cerdo
obtenidos del matadero municipal. Tras la disección, las arterias se transportaron al laboratorio en un
recipiente que contenía solución de Krebs a temperatura ambiente. La coronaria se limpió cuidadosamente
de tejido conectivo y se cortó en tiras helicoidales de 2-3 mm de ancho por unos 12 mm de largo. Las tiras
se fijaron al transductor y al baño de órganos y fueron sometidas a una tensión inicial de 2.5 g,
estabilizándose durante al menos una hora.
1 .3. REGISTRO DE LA FUERZA CONTRACTIL EN LA AURíCULA AISLADA DE COBAYA.
Esta preparación permite conocer los efectos de un fármaco sobre el inotropismo auricular y el
cronotropismo del nodo sinusal.
1.3.1. REGISTRO DE LA CONTRACTILIDAD AURICULAR.
Las aurículas se incubaron en baños de órganos que contenían solución de Tyrode mantenida a
33±0.1
0C,oxigenada con mezcla carbógena. La composición del Tyrode fue (mM): NaCí, 137; KCI, 5.4;
CaCI,, 1.8; MgCI,, 0,5; NaH,P0
4, 0.36; NaHCO3, 11.9; y glucosa, 5,5. En estas condiciones, las aurículas
derechas laten espontáneamente, mientras que las izquierdas deben ser estimuladas eléctricamente.
La aurícula izquierda se montó en un electrodo de estimulación bipolar constituido por dos poíos
de platino con una separación de 1-1.5cm. El polo inferior, donde se fijó la aurícula, es recto, mientras que
el polo superior tiene forma de aro, de 0.8 mm de diámetro. Para la estimulación se utilizaron pulsos
rectangulares de 0.5 ms de duración con un voltaje doble al umbral a la frecuencia de 3 Hz, generados en
- 51 -
Matar/al y Métodos
un estimulador (3RASS modelo SD9B. La contractilidad auricular se realizó en un polígrafo GRASS 7C
POLIGRAPH de 4 canales conectado a transductores fuerza-desplazamiento GRASS FTO3.
1.3.2. MONTAJE DE LA PREPARACION.
Se utilizaron cobayas machos de pesos comprendidos entre 350-450 g. Previa inyección
intraperitoneal de 0,2 ml de heparina sódica al 5%, 10 minutos antes del experimento, con el fin de evitar
la formación de trombos intraauriculares durante la extracción del corazón, se sacrificó al animal por
decapitación. A continuación, se procedió a la apertura del tórax y se extrajo el corazón que se introdujo
en un vaso de precipitado que contenía Tyrode oxigenado a temperatura ambiente, donde se disecaron
ambas aurículas. Cada aurícula se fijó con hilo de seda en dos puntos: en su base y en la mitad del reborde
extremo auricular. El nudo de la base fijó la aurícula, mientras que el hilo que fijaba el reborde auricular se
conecté al transductor FTO3, aplicándose una tensión de 1 g utilizando un tornillo micrométrico.
1.3.3. PROTOCOLOS UTILIZADOS.
1.3.3.1, Estudios de inotronismo y cronotronismo auricular
.
Tras el montaje de las preparaciones, se dejaron estabiflzar durante un periodo de 30-45 minutos
y se comenzó la administración acumulativa de PCA-4248, Nitrendipino o su vehículo <DMSO) a
concentraciones comprendidas entre 1010M y 105M <intervalo interdosis = 15-20 minutos),
1.3,3.2. Interacción con el Isoproterenol (ISP) en aurículas izquierdas
.
Tras el montaje y estabilización de las preparaciones, se administró de forma acumulativa el ISP
<1 011M-1 03M) para obtener una curva concentración-respuesa. Posteriormente se leyó la preparación
3-4 veces a intervalos de 5 minutos. Este proceso se repitió hasta obtener dos curvas iguales. PCA-4248
y Propranolol (10aM~1ObM> fueron añadidos al baño 20 minutos antes de obtener una nueva curva
concentración-respuesta al ISP,
1.4. REGISTRO DEL FLUJO DE 45Ca.
Se utilizaron cobayas de 350-450 g. Tras sacrificar el animal, las aurículas fueron disecadas y
seccionadas en sentido longitudinal. Las hemiauriculas fueron colocadas en baños de órganos y se
incubaron con solución de Tyrode de la siguiente composición <mM): NaCí, 137; KCI, 5.4; CaCI
2, 1.8;
MgCI,, 1.05; NaH,P04, 0.42; NaHCO,, 11.9; y glucosa, 5.5. El Tyrode fue oxigenado con carbógeno y
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mantenido a la temperatura de 34±O.10C.En un grupo de experimentos se utilizó solución Tyrode con
CaCI
2 3.6 mM. Tras ajustar la tensión a 1 g, las aurículas fueron estimuladas utilizando electrodos bipolares
utilizando pulsos de 0.5 ms de duración, <voltaje doble al umbral> a la frecuencia de 1 y 3 Hz.
Tras el periodo de estabilización, a las hemiauriculas experimentales se les añadió PCA-4248, 10
7N1.
Al cabo de otros 30 minutos, se adicionó 45CaCI, para obtener en el liquido nutricio una actividad específica
de 37 kBq/ml (1 pCi/mí). Las preparaciones permanecieron expuestas al 45Ca durante fi minutos.
Transcurrido este tiempo, las hemiauriculas fueron desmontadas, lavadas, secadas en papel de filtro y
pesadas. Finalmente, las preparaciones fueron introducidas en viales de borosilicato sódico, de bajo
contenido en potasio, y le reactividad se determinó en un contador de centelleo en fase líquida
<lntertechnique SL 3000), con un tiempo de contaje de 10 minutos. Los cálculos para la corrección de
extinción, eficacia de contaje y captación de 45Ca por las preparaciones experimentales y controles se
realizó según lo descrito por Diez y cols <1985)
1.5. REGISTRO DE LA CONTRACTILIDAD VENTRICULAR, DEL ELECTROGRAMA DEL HAZ DE
HIS Y DEL ELECTROCARDIOGRAMA PERIFERICO EN CORAZONES AISLADOS Y
PERFUNDIDOS DE RATA.
La modificación de la técnica de LANGENDORFF para corazones de animal pequeño descrita por
Ramón y cols. en 1979, permite registrar el ECO periférico, el electrograma de la unión A-V y del haz de
His y de la contracción ventricular <Ramón ‘y cols, 1979>.
El sistema MARIOTTE de perfusión del corazón consta de dos sistemas de vasos comunicantes,
uno que contiene el Tyrode normal y el otro que contiene solución de Tyrode en la que se ha disuelto el
fármaco objeto de estudio, Con este sistema, la presión de perfusión viene dada por la altura de la columna
del líquido nutricio desde el reservorio hasta la preparación, que resulta ser de 75 cm.
La oxigenación del Tyrode se realizó con carbógeno y fue calentado a 37±0.20C al circular a través
de un serpentín conectado a un circuito externo de un aparato termostático SELECTA. Las des salidas
inferiores del serpentín convergen en otra final que se conecté a una cánula de Gaddum, a la que se fué
la cánula intrasórtica que permite la perfusión de las arterias coronarias. La parte superior de la cánula de
Gaddum dispone de una pequeña cámara de aire, que evita que pequeñas burbujas existentes en el circuito
pasen al corazón a través de la cánula intraaórtica y produzcan embolia coronaria.
El corazón se introdujo en un baño cilíndrico de 5 cm de diámetro por 8 cm de altura, de doble
pared, entre las que circula liquido caliente procedente del circuito de termostatización. Se mantuvo asluna
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temperatura similar en el baño y en el liquido nutricio, evitándose las diferencias de temperatura entre
endocardio y epicardio. Las paredes del baño contienen 4 electrodos de platino de 2 mm de diámetro,
situados a la misma altura y separados 900 entre si. En la parte superior del baño hay un tubo de desagñe
para el líquido nutricio, ya que el baño no dispone de recirculación.
1,5.1. SISTEMAS DE ESTIMULACION Y REGISTRO.
Hemos utilizado dos tipos de electrodos:
a> Electrodos de estimulación: Se utilizaron electrodos bipolares, constituidos por dos alfileres de
acero inoxidable con una separación entre las puntas de 1 mm, que se colocaron en la zona alta
de la aurícula derecha. Los estímulos fueron pulsos rectangulares <0.5 ms de duración, voltaje doble
del umbral) a una frecuencia superior a la espontánea del corazón <5-5.6 Hz) por un estimulados
GRASS modelo SD9B,
b> Electrodos de registro: Se utilizaron de dos tipos, dependiendo de la señal eléctrica:
bí) Electrodos periféricos, situados en la pared del baño para el registro del ECG. Son cuatro
electrodos de platino de 2 mm de diámetro colocados a la misma altura, con una separación de 9Q0
entre si. Estos electrodos están en contacto con el liquido nutricio en el que está bañado el órgano.
b.2> Electrodos intracavitarios. Se utilizaron electrocatéteres de fabricación manual, constituidos
por cuatro electrodos con una separación de 1 mm. Los electrodos son de acero inoxidable. El
electrograma del haz de His se obtuvo introduciendo el electrocatéter hasta la zona posterior del
septo interauricular derecho.
Para el registro del ECG y electrograma del haz de His se utilizaron amplificadores modelo 7P56,
monitorizando las señales en un osciloscopio digital HP54501A. Los parámetros o intervalos en que se
divide el electrograma de la unión auriculo-ventricular (A-V) fueron:
- Intervalo ST-A: medido desde el comienzo del estimulo <ST> hasta la primera deflexión rápida
auricular <onda A). Representa el tiempo de conducción auricular,
- Intervalo A-H: medido desde la onda A hasta la deflexión hisiana (onda H>. Representa la
conducción a través del nodo A-y.
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- Intervalo H-O: medido desde la onda H hasta el comienzo de la activación ventricular. Representa
el paso del estimulo por el sistema His-Purkinge.
- Intervalo O-y: medido desde el comienzo de la onda OH hasta la primera deflexión intrínseca
ventricular <onda V>. Representa el tiempo de conducción a través del septo intraventricular.
La contractilidad ventricular se registré a través de un transductor fuerza-desplazamiento GRASS
FTC3. El registro del ECG, electrograma del haz de His y de la contractilidad se realizó en un polígrafo
GRASS 7B de 4 canales.
1.5.2. MONTAJE DE LA PREPARACION Y COLQCACIOISL DE LOS ELECTRODOS,
Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley machos, con un peso medio de 285 ± 12 g. Previa
heparinización, se sacrificó al animal por decapitación. Tras la apertura del tórax, se extrajo el corazón que
se colocó en una placa de Petri, que contenía Tyrode oxigenado a temperatura ambiente. Aquí, se procedió
a liberar el corazón del pedículo vascular, restos de tráquea y del pericardio, dejando limpia la aorta
ascendente. A continuación, se introdujo la cánula intraaórtica a través de la aorta y se anudé con un hilo
de seda de 000. De este modo, el corazón quedó fUo y pendiendo de la cánula, a través de la cual le llega
el liquido Tyrode caliente y oxigenado, a una presión de 75 cm de H,0. Conviene seccionar la arteria
pulmonar para evitar sobrecargas de volúmen en las cavidades derechas.
A continuación, se retiraron los restos de vena cava superior para que quede limpio el orificio de
entrada a la aurícula derecha, a través del cual se introdujo el electrocatéter intracavitario, buscando la zona
septal derecha que permite registrar el electrocardiograma del haz de His, El tiempo empleado en todo este
proceso no debe ser superior a 2 minutos; cuando el tiempo se prolonga por encima de 3-4 minutos, se
producen arritmias ventriculares repetitivas y bloqueos de conducción que hacen inutilizable la preparación.
Esta operación requiere bastante cuidado, ya que se puede lesionar fácilmente el nodo A-y e inducir la
aparición de trastornos de la conducción y bloqueos A-y que invalidan la preparación.
Se ha de comprobar que la posición final de la cánula es supravalvular y que no está introducida
en la cámara de salida del ventrículo izquierdo, ya que si fuera así, se dificultaría la irrigación de las arterias
coronarias y se producirían zonas de isquemia miocárdica con la consecuente producción de arritmias, que
impedirían la utilización de la preparación. Por último, el ápex cardiaco se fijé al baño, mediante un hilo de
seda de 000 del que pende una pesa de 2 g <precarga). También se fijó la cánula intraaórtica al transductor
de desplazamiento <FTO3) y así, se registré la contractilidad cardiaca isotónica.
Tras un periodo de estabilización de 20-30 minutos se obtuvieron los valores control de los
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parámetros estudiados y a continuación se inició la perfusión con PCA-4248, Nitrendipino o DM50
(vehículo) durante 45 minutos
1.6. REGISTRO DE LOS POTENCIALES DE ACCION EN FIBRAS MUSCULARES AURICULARES
Y VENTRICULARES DE COBAYA.
El registro de potenciales de acción auriculares y ventriculares permite estudiar las propiedades
electrofisiológicas de un fármaco. En estos experimentos se utilizaron tiras de aurícula izquierda y músculos
papilares del ventrículo izquierdo, que se colocaron en una cámara de lucita de 10 ml de capacidad y se
perfundieron con Tyrode, a una velocidad de 7 ml/minuto. El Tyrode se mantuvo a 34±10C, utilizando un
termostato SELECTA y se oxigené de forma continua con una mezcla carbógena.
El registro de los potenciales de acción se realizó utilizando microelectrodos de vidrio rellenos con
KCI 3 M y con una resistencia de punta de 10-20 MO <Valenzuela y coís, 1987). Los microelectrodos se
conectan a través de células Ag-AgCI a preamplificadores de capacitancia de entrada variable <WPI modelo
701) y a un osciloscopio de memoria Tektronix 5104N, registrándose las señales en cinta magnética Racal
FM de 4 canales. La velocidad de despolarización de la fase O del potencial de acción <V~
8~) se determina
empleando un diferenciador electrónico (Valenzuela y cols, 1987)
1.6,1. PROTOCOLOS UTILIZADOS.
1.6,1.1. Reoistro de notenciales de acción auriculares y ventriculares
.
Tras 60 minutos de estabilización, se obtuvieron los valores control de los parámetros analizados
y se comenzó la perfusión con PCA-4248 <10
8M-105M), registrándose los efectos a los 30 minutos de
comenzar la perfusión. En otra serie de experimentos, se incubé la preparación con PAF <1010M) y se
registraron sus efectos en ausencia y en presencia de PCA-4248 <108M, 107M y 106M>.
De los registros fotográficos obtenidos se midieron los siguientes parámetros: potencial de reposo
<PR, mV>, amplitud del potencial de acción <mV), la velocidad máxima de despolarización de la fase O é Vmnx
(V/s), la duración del potencial de acción al 50% y al 90% de repolarización <DPA
5Q y DPA90, ms), el periodo
refractario efectivo <PRE, ms), el cociente PRE/DPA y el tiempo de recuperación de la Vmax <ms).
Para determinar el PRE, se estimularon las preparaciones a la frecuencia basal de 1 Hz <50 y a
intervalos variables se interpolé un extraestimulo <S,) de 1 ms de duración y con un voltaje doble a ~1.
través del electrodo de estimulación. El extraestimulo ~2 se introdujo hacia la mitad de la fase 4 del
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potencial de acción y se fue acercando progresivamente a la fase 3 del potencial de acción precedente hasta
que no se obtuvo respuesta propagada. El tiempo de recuperacion de la Vmax se determiné introduciendo
un extraestimulo 5,, de la forma ya descrita, a intervalos de tiempo variables con respecto al estímulo basal
S~ hasta que la ‘1max recuperé totalmente su amplitud. El extraestimulo 8, se introdujo siempre cada ocho
pulsos básicos,
1.6.1.2. Reoistro de potenciales de acción lentos (Ca”’-dependientes) ventriculares
.
Se utilizaron músculos papilares procedentes de cobayos machos de pesos comprendidos entre
350-500 g. Las preparaciones se estabilizaron en solución de Tyrode ya continuación se perfundieron con
una solución de Tyrode que contenía 27 mM de KCI. En estas condiciones, el potencial de membrana se
depolarizó hasta -43 mV, nivel al que la corriente rápida de Na” se encuentra totalmente inactivada, por
lo que la fase O de los potenciales lentos es debida exclusivamente a la corriente lenta de entrada de Ca”’.
La inactivación de la corriente de Ns” hace a las preparaciones inexcitables; para recuperar la actividad
electromecánica se añadió al Tyrode, ISP a la concentración de 106M y los músculos se estimularon a la
frecuencia de 0.12 Hz y con voltaje doble al umbral. Tras 30 minutos de estabilización, se comenzó la
perfusión con PCA-4248 <1O9M-105M), registrándose los efectos de cada concentración del fármaco al
cabo de 30 minutos.
1.7. ESTUDIOS DE DESPLAZAMIENTO DEL BINDING DE [3H]-NITRENDIPINOEN íLEON Y
MUSCULO CARDIACO DE COBAYA.
Se realizaron estudios de desplazamiento de la unión de 13H]-Nitrendipino al canal de calcio en
músculo longitudinal de íleon de cobaya y en corazón aislado de cobaya, siguiendo la técnica descrita por
Solger y cols. (1982).
Se utilizaron cobayas machos, con un peso medio entre 300 ± 15 g. Tras decapitación del animal,
se extrajo el íleon terminal a través de una laparotomía media y se introdujo en un vaso de precipitado con
Tyrode oxigenado. Posteriormente, se seccioné suavemente el músculo longitudinal utilizando unos
bastoncillos con algodón; el tejido se troceé con unas tijeras y se limpié con tampón Tris/HCI 60 mM
(pH = 7.4, a 26W) que contenía PMSF <Fenilmetilfluorofosfato) 0.1 mM y se homogeneizó en 15
volúmeneslg de peso de tejido húmedo mediante un Potter de teflón <Potter-Elvehejem). El homogeneizado
obtenido se centrifugó a 1100 x g durante 20 minutos a 4W <Minifuge T, Heraeus). El sobrenadante fue
recentrifugado a 10000 x g durante 10 minutos y el sobrenadante se volvió a centrifugar a 45000 x g
durante 45 minutos a 40C en una ultracentrifuga Beckman LB-60M. El sobrenadante resultante se deseché
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Y el pellet se resuspendió en frío en tampón Tris <50 mM) y se recentrifugó a 45000 X §145 min/40C. El
Pellet se resuspendió de nuevo en tampón Tris. La concentración media de proteína obtenida fue de 5-10
fl-lg/ml.
El proceso de preparación del homogeneizado y obtención del pellet del músculo cardiaco fue similar
Si descrito para íleon.
Los ensayos de binding se realizaron a temperatura ambiente en presencia de 0.5 mM de CeCí, y
0.8 nM de (3H1-Nitrendipino <Amersham NET-741, 78 mCi/nmol>. Después de 5 minutos de preincubación
de los microsomas con Nitrendipino o PCA-4248, se añadió el isótopo y se incubaron durante 60 minutos.
Transcurrido este tiempo, se ultrafiltró 1 ml de muestra en un Celí Harvester <Brandel M-24R> y los valores
de radioactividad asociados a los filtros se cuantificaron por espectrofotometría de centelleo liquido
(Seckman LS 3801>. La unión inespecifica de~ compuesto marcado se valoré por la radioactividad
incorporada en presencia de Nitrendipino no marcado (1 06M). Los resultados obtenidos se expresaron como
porcentaje de desplazamiento del receptor. El contenido de proteínas de cada preparación fue determinado
por el método de Lowry y cols. <1951>. Los microsomas fueron congelados y conservados a -70W.
2. ESTUDIOS REALIZADOS IN VIVO.
2.1. MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL Y FRECUENCIA CARDIACA EN RATA ANESTESIADA.
Esta preparación permite determinar los efectos producidos por los fármacos sobre la Presión
,Arterial Sistélica <PAS>, Presión Arterial Diastólica (PAD), Presión Arterial Media <PAM> y Frecuencia
Cardiaca <FC>.
2.1,1. APARATO Y SISTEMA DE REGISTRO UTILIZADOS.
Para el registro de la presión arterial y frecuencia cardiaca se utilizó un fisiopoligrafo HEWLETT-
PACKARD 77588 de ocho canales que dispone de cuatro amplificadores <88058, 8805C y 8805D> para
el registro de presión arterial, cada uno conectado a un transductor de presión HEWLETT-PACKARD
1 290A. El fisiopoligrafo se conecté a un sistema informatizado de medida SCROLL MONITOR (BUXCO>,
que permitía obtener una medida de cada parámetro estudiado a intervalos de 20 segundos.
2+2, MONTAJE DE LA PREPARACION.
Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley machos, con un peso medio de 300 ± 1 5 g y ratas
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espontáneamente hipertensas <SHR) machos con un peso de 260±11 g. Se anestesié el animal con una
inyección intraperitoneal de pentobarbital sédico, 70 mg/Kg <Kirsch Pharnia>. Antes de empezar el
experimento se comprobó el plano de anestesia mediante exploración del reflejo corneal (ausencia de
parpadeo> y provocación de estímulos en extremidades (presión en la cara plantar de una extremidad>. A
continuación, se colocó el animal en decúbito supino, sujetando las extremidades a los puntos de apoyo
de una mesa quirúrgica, la cual dispone de un sistema de termostatización con sonda rectal, manteniendo
la temperatura del animal durante todo el experimento a 37.5±O.050C.
Tras realizar un corte longitudinal en el centro del cuello, se fueron separando los distintos planos
hasta visualizar la tráquea, que se liberó del tejido adyacente y se canuló. Después, se procedió a canular
la arteria femoral izquierda introduciendo en su interior un catéter de polietileno tipo PE 50 (0.5 mm de
diámetro interno y 0.8 mm de diámetro externo) que se conecté al transductor de presión correspondiente.
Por último, se canuló la vena femoral derecha para la administración de fármacos o del vehículo. Todos los
catéteres contenían solución salina fisiológica y aL catéter para el registro de presión arterial una solución
de heparina sódica (10 UI/mí> en NaCí (0.9%>.
Una vez montada la preparación, se dejó estabilizar al animal durante 1 6-30 minutos, registrándose
entonces de los valores control de los parámetros estudiados a los que se asigné el valor de 100%.
Posteriormente, se administré por vía intravenosa los productos a estudiar, registrándose sus efectos a los
5, 15 y 30 minutos postadministración.
2.2. HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF EN RATA ANESTESIADA.
2.2.1. MONTAJE DE LA PREPARACION.
Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso medio de 260 ± 13 g. La canulación de la arteria
y vena femoral, tráquea, tipos de catéteres, anestesia y procedimiento de registro de la presión arterial
fueron similares a los descritos en el apartado anterior.
Tras un periodo de estabilización se obtuvieron los valores control. Seguidamente se administró,
por vía intravenosa, vehículo (PEG-400, 0.1 ml/Kg), PCA-4248 (0~3 y 1 mg/Kg) a Nitrendipino <1 Opg/Kg).
Al cabo de 6 minutos, se administré PAF <0.33 6 0.66 pg/kg iv). evaluando sus efectos sobre la presión
arterial al cabo de 1, 3, 5, 1 5 y 30 minutos (efecto protector>.
En la segunda serie de experimentos se administró PAF <0.33 pg/kg, i.v.) y cuando se obtuvo el
efecto máximo <aproximadamente al cabo daS minutos>, se administré el vehículo o PCA-4248 <1 mglKg),
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registrándose el efecto sobre la presión arterial a ¡os mismos tiempos que en el protocolo anterior <efecto
de reversión>.
2.3. MODELOS DE SHOCK.
2.3.1 - HIPOTENSION INDUCIDA POR INMUNOAGREGADOS DE INMUNOGLOBULINA G <lgG> EN
RATA ANESTESIADA.
Los inmunoagregados de Inmunoglobulina6 fueron preparados porel equipo del Dr Sánchez-Crespo
<Departamento de Fisiología, Universidad de Valladolid) a partir de una fracción de gammaglobulina humana.
Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso medio de 250 ± 13 g. La canulación de la arteria
y vena femoral, tráquea, tipos de catéteres, anestesia y procedimiento experimental para el registro de
presión arterial fueron similares a los descritos en el apartado 2.1,1, El protocolo seguido en los ensayos
de protección y reversión fue el mismo que el utilizado en el apartado 2.2.1. y los agregados de lgG fueron
administrados a la dosis de 9 mg/Kg iv. y el PCA-4248 a la dosis de 1 mg/Kg.
2.3.2. SHOCK ENDOTOXICO INDUCIDO POR LIPOPOLISACARIDOS DE SALMONELLA TYPHOSA.
Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso medio de 335 ± 13 g~ Los animales se
anestesiaron con una mezcla de ketamina (ParkeDavis, 60 mg/mU/valium <Roche, 10 mglml)/solución salina
en proporción 2:0.5:2.5 ml. La canulación de la arteria y vena femoral, tráquea, tipos de catéteres y
procedimiento experimental fueron similares a los descritos en el apartado 2.1 .1. Tras un periodo de
estabilización (15-20 minutos> se obtuvieron los valores control, a los que se asignó el valor de 100%.
Posteriormente se administré solución salina (0.1 ml/Kg, iv) o endotoxina de Sa/mona//a typhosa <0.5
mg/Kg, iv.). Tras 90 minutos postadministración y cuando la caída de los valores de la presión arterial fue
máxima, se administré el vehículo (PEG-400, 0.1 nil/Kg, iv) o el PCA-4248 (1 mg/Kg, iv,), registrándose
el efecto a los 5,15, 30, 60, 90, 105 y 120 minutos.
2.3.3, SHOCK INDUCIDO POR ISQUEMIA-REPERFUSION INTESTINAL TRAS OCLUSION DE LA
ARTERIA ESPLECNICA <SHOCK SAO).
Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso medio de 355 ± 15 g. Tras anestesiar al animal
con uretano (2 g/Kg, ip,), se canuló la tráquea, la arteria y vena femoral <ver 21A3. Posteriormente, se
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realizó una laparatomía media y se exteriorizó el paquete intestinal. Seguidamente, se disecaron en la zona
más proximal a la aorta la arteria mesentérica superior y el tronco celiaco. Durante este procedimiento, el
1fltestino se mantuvo cubierto por una gasa humedecida con solución salina a 37W
Tras un periodo de estabilización de 30 minutos, se produjo el estado de shock SAO por oclusión
de ambas arterias mediante clampaje con dos clips para vasos (0,15-0.20 N> durante 45 minutos. Al cabo
de este periodo, los clips fueron retirados (reperfusión) y el intestino introducido en la cavidad abdominal,
cerrándose las paredes intestinales. Los animales control (Sham) fueron sometidos a todo el procedimiento
quirúrgico, exceptuando la oclusión dalas arterias. Las variaciones en los valores de presión arterial fueron
normalizados con respecto a los valores control.
Cinco minutos antes de realizar la oclusión de las arterias, se administró por vía intravenosa el
vehículo <PEG-400, 0.1 ml/Kg> o el PCA-4248 (1 mg/Kg>, registrándose los efectos sobre la presión arterial
cada 10 minutos durante los siguientes 240 minutos a la oclusión en los animales supervivientes.
3 - FARMACOS UTILIZADOS.
En esta Tesis Doctoral se han utilizado los siguientes fármacos:
- PAF <Sigma, USA>.
- Clorhidrato de fentolamina (Ciba Geigy>,
- Clorhidrato de DL-isoproterenol (Sigma, USA>.
- Clorhidrato de L-noradrenalina (Fluka, UK>.
- Clorhidrato de ketamina (ParkeDavis).
- Clorhidrato de DL-propranolol (Sigma, USA>,
- Dimetilsulféxido (Merck, alemania).
- Etanol (Merck, Alemania).
- Lipopolisacéridos de Sa/mofle//a typhosa (Sigma, USA).
- Nifedipino, Nitrendipino y PCA-4248 <sintetizado por Dr. C. Sunkel en Laboratorios Alter>.
- Pentobarbital sódico (Kirsch Pharma, España).
- Polietilenglicol 400 (Merck, Alemania).
- Uretano (Fluka, UK>.
- Valium (Roche, España).
Para los estudios realizados in vitro se prepararon diariamente soluciones madre <102M ó 103M>
en agua destilada desionizada <Isoproterenol, Noradrenalina y Fentolamina) o en dimetilsufóxido (Nifedipino,
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Nitrendipino y PCA-4248), a partir de las cuales se prepararon las restantes concentraciones, Para los
ensayos de binding se prepararon diariamente soluciones madre con una concentración de 2.bxlO4M en
etanol y, a partir de la solución madre, se obtuvieron las soluciones diluyendo en tampón Tris 50 mM. A
las soluciones madre de Isoproterenol y Noradrenalina se añadió ácido ascórbico 104M para prevenir su
oxidación. El 45Ca (2.0 mCi/mí) y [3H]Nitrendipino (78 mci/nmol> se obtuvieron de ICN Biomedicala
(California, USA).
Para los estudios realizados in vivo se prepararon diariamente las soluciones en PEG-400 <0.1%>.
Dado que Nifedipino, Nitrendipino y PCA-4248 son fotosensibles, los experimentos se llevaron a
cabo con iluminación con lámpara de sodio.
4. METODO ESTADíSTICO.
En cada serie homogénea de experimentos los resultados se expresaron como media + el error
estándar de la media (E.E.M.) para un determinado número (n) de experimentos. Para la comparación entre
los grupos se utilizó el análisis de varianza. Para la obtención de las diferencias observadas, todos los
resultados fueron sometidos al LSD, Test (Least Significant Difference>, considerando las diferencias
significativas cuando el valor de p<00b, Cuando las varianzas no fueron homogéneas se utilizó el Test
de Mann Whitney y para las variables cualitativas la probabilidad exacta de Fisher,
Los cálculos se realizaron con la ayuda de un procesador Fujitsu Senda-lO y con el programa
estadístico Tallarida-Murray.
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1. ESTUDIOS REALIZADOS IN VITRO.
1.1. EFECTOS VASCULARES.
1.1.1. CONTRACCION INDUCIDA EN LA AORTA AISLADA DE CONEJO CON 35 mM DE KCI.
Los valores basales de la contracción de la aorta fueron: 2.47 ±0.7g, 2.41 ±0.6g. 2.6±O.eg y
2.5±0.6g para el grupo control, Nifedipino, PCA-4248 y Nitrendipino, respectivamente. No existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los valores basales de los diferentes grupos de tratamiento.
En aortas de conejo incubadas con 35 mM de KCI el PCA-4248, en un rango de concentraciones
comprendido entre 3x10’10M y 3x10~M, produjo una relajación concentración-dependiente que alcanzó
valores estadisticamente significativos a concentraciones = 1 O-6M <pc0.01). Nifedipino <3x1 010M-3x
1 07M) y Nitrendipino, (3x1 0’0M-3x1 08M) produjeron una relajación, concentración-dependiente, que
alcanzó ya valores significativos a concentraciones de 3x1 010M <p <0.05) y 3x1 09M <p <0.01),
respectivamente <Tabla 1, Figura 3>. Estos resultados indicen que, a todas las concentraciones ensayadas,
el Nitrendípino fue el compuesto más activo (pcto.Ol) <Figura 3). Los valores máximos de inhibición de la
contracción vascular fueron de 95.5±1.5%para Nitrendipino (3x1O8M>, de 94.2±0,4%para Nifedipino
(3x1 VM) y de 89.9±1.5%para PCA-4248 (3x1 06M).
El solvente, DMSO a concentraciones de 1 pg/ml, no produjo ningún efecto significativo sobre la
contracción aórtica (Figura 3).
La C1
50 <concentración que produce el 50% de relajación), para cada uno de los compuestos, se
muestran en la tabla II. Como se observa en dicha tabla, el orden de potencia para este efecto relajante
fue: Nitrendipino > Nifedipino > > PCA-4248.
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WAR MAC 01 PCA-4248 NIFEDIPINO NITRENDIPINO
3x1010 M -23±0.7 -3.2±1,4 ~13.6±3,9*
ío-9 M -1 .8±0.7 -5,7±2.0 ~31.6±45**
3x10’9 M -4,1 ±0.9 -17.6±2,3” -59.7±3.1**
ío~ M -2.3±1.0 -39,6±1.7” -84.1±2.4”
3x108 M -67.4±l.5*.* ~95,5±1.5**
i04 M -4.2±11 -87.5±1.3”
3x10~ M -3.5±2.9 -94.2±0.4”
106M ~175~i~25**
3x1 08 M -447+33”
1W M ~69.6±2.4*»
3x10’5M -899+15”
Tabla 1.- Porcentaje de relajación de la aorta aislada de conejo contraída por 35 mM de KCI
producida por PCA -4248, Nifed4~no y Nitrendipino.
Media ±E.E.M. n=8-10
* p <04J5 * * p < 0.01 en comparación al valor basaL
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Figura 3.- Efectos de DM50, PCA-4248, Nifedipino y Nitrendipino sobre la contracción inducida
en la aorta aislada de conejo por 35 mM de KCL En ordenadas se representa el porcentaje de
contracción referido a/valor control (100%). En abc/sas, e/logaritmo negativo de la concentración
molar del fármaco.
Cada punto representa la media ± E.E.M. n= 8-10.
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Tabla II. - Valores de la C160 de PCA -4248, Nifed¿oino y Nitren d¿oino para relajar las contracciones
inducidas en la aorta aislada de conejo por 35 mM da KCI.
1.1.2, CONTRACCION INDUCIDA EN LA ARTERIA CORONARIA IZQUIERDA AISLADA DE CERDO CON
35 mM DE KCI.
Los valores basales de contracción de la arteria coronaria fueron: 3.30±0.6g, 3.21 -±0,4g y
3,29±0.9g en el grupo control, Nifedipino y PCA-4248, respectivamente. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores basales de cada uno de los grupos de tratamiento.
La incubación de la arteria coronaria aislada descendente anterior izquierda de cerdo con PCA-4248
(109M-105M) produjo una relajación concentración-dependiente y estadisticamente significativa a
concentraciones =3x109M <p-cO.Ol). ElNifedipino <3x1O10M-1&M> también produjo unefecto relajante
concentración-dependiente que alcanzó valores estadisticamente significativos a concentraciones ~ 1 09M
<p<0.Ol>. Como se observa en la Tabla III y en la Figura 4, el Nifedipino fue más activo que PCA-4248
a todas las concentraciones ensayadas (p <0.01>. Sin embargo, ambos fármacos produjeron una relajación
máxima similar <85.3±2.1vs 88,8±0,8%,p>0.OS).
El DM80, a concentraciones del pglml, no produjo ningún efecto significativo sobre la contracción
coronaria (Figura 4).
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IFARMACO] PCA-4248 NIFEDI PINO
3x1010 M -8.1 ±2.1
ío~ M -9.4±2.3 -18.6±2.2~
3x109 M -15.7±1.9” -37,8±2.8”
1V M -21.7±2.6” -61.5±2.6”
3x108 M -21,3±18** -77,8±1.6”
lo7 M -25.5±3.1” ~88.8±O.8**
3x107 M -28.1±2.8”
10.6 M -47.0±2.7”
3x104 M -69.8±2.8”
ío~ M -85,3±2.1”
Tabla III. - Porcentaje de relajación de/a arteria coronaria aislada de cerdo con traída por SSmM de
KCI producido por PCA-4248 y Nifedipino.
Media ± E,EM. n= 8-10.
** p <0.01 en comparación al valor basal.
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AVara 4.- Efectos de DMSO, PCA -4248 y Ntted,>#ño sobre la contracción ¡aducida en la arteria
coronaria izquierda aislada de cerdo por SSmM de KCL En ordenadas se represento el porcentaje
de contracción referido al valor control (100%). En abcisas, el logaritmo negativo de la
concentración molar del fármaco.
Cada punto representa/a media ±E.EM. a = 8-10.
Si se compara el efecto relajante del PCA-4248 sobre ambas arterias <aorta y coronaria> se observa
que este compuesto, a todas las concentraciones ensayadas, produjo una mayor relajación coronaria versus
aórtica, siendo esta diferencia estadisticamente significativa a partir de 1 VM (p <0.01) (Figura 5>. La
misma selectividad se observa con el Nifedipino <Figura 6>.
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F¿gura 5.- Comparación de efectos del PCA -4248 sobre la contracción inducida por 35 mM de KCI
en la aorta de conejo y en la arteria coronaria de cerdo- En ordenadas se representa el porcentaje
de contracción referido al valor control (100%). En abcisas, el logaritmo negativo de la
concentración molar del fármaco.
Cada punto representa la media ± E,EM. n = 8-10.
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Figura 6.- Comparación de los efectos del Nifedipino sobre la contracción inducida por 35 mM de
KC/ en la aorta de conejo y en la arteria coronaria de cerdo. En ordenadas se representa el
porcentaje de contracción referido al valor control (100%)- En abcisas. el logaritmo negativo de
la concentración molar del fármaco.
Cada punto representa la media ± ELM.n= 8-10.
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E2. EFECTOS CARDIACOS.
1.2.1. EFECTOS INOTROPICOS Y CRONOTROPICOS EN LA AURíCULA AISLADA DE COBAYA.
Los valores basales de contracción auricular y frecuencia sinusal se representan en la Tabla IV. No
existieron diferencias estadisticarriente significativas, entre los valores basales de cada grupo de
tratamiento.
AURíCULA IZDA/g AURíCULA DCHA/g AURíCULA DCHA/(l.p.m,)
SOLVENTE 1.26 ±0.2 084 ±0,2 194 ±4.1
PCA-4248 1.30 ±0.3 0.84 ±0.2 192 ±6,1
NITRENOIPINO 1.20 ±0.4 080 ±0.3 198 ±3.9
Tabla IV, - Valores basales de contracción auricular y frecuencia sinusal para cada grupo de
tratamiento Media ±E.E.M. n= 10-12. Lp-nl. = latidos por minuto.
Los efectos de PCA-4248 y Nitrendipino sobre la fuerza contráctil auricular se representan en las
Tablas V y VI, En aurículas izquierdas estimuladas eléctricamente a la frecuencia basal de 3 Hz, el PCA-
4248 (1010M-105M) produjo una disminución de la fuerza contráctil, concentración-dependiente y
estadisticamente significativa a partir de 10’5M <p<O.OE>. Nitrendipino. a las mismas concentraciones,
produjo una disminución de la fuerza contráctil, concentración-dependiente y estad isticamente significativa
a partir de I0’10M (p<0,Ol~ (Tabla V>, siendo más activo.que el PCA-4248 a partir de 107M (p-CO.OE>.
El solvente, DM50, a la concentración de lpg/ml, no produjo ningún efecto sobre el inotropismo auricular
izquierdo.
En aurícula derecha el PCA-4248, a las concentraciones anteriormente indicadas, produjo un efecto
inotrópico negativo dependiente de la concentración y estadisticamente significativo a partir de 1 09M
<p <0.01). Nitrendipino, a las mismas concentraciones, produjo un efecto inotrópico negativo más acusado,
concentración-dependiente y estadísticaniente significativo a partir de 1 010M <p<O,Ol~ (Tabla VI>. Las
diferencias entre Nitrendipino y PCA-4248 fueron significativas a concentraciones ~ 109M <PCO.Ol)
(Tabla VI>.
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[FARMACO] SOLVENTE PCA-4248 NITRENDIPINO
101o M 98,7±0.8 95.5±0.7 92.8±1.5”
1W M 97.3±0,9 92.3±L3* 89.9±1.5”
i08 M 95.5±1.6 88.9±1,6” 874±t7*
iW M 94.7±1.2 85.6±1.6” 79,6±12”-t-
10&M 92.0±1.5 75.3±2.1** 54.0±1.32”+ +
ío-~ M 90.3±1.9 50.0±3.6” 26.9±1,6**+ +
Tabla V.- Efectos de DMSO, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la fuerza contráctil registrada en
aurículas izquierdas de cobaya estimuladas a fa frecuencia basal de 3 Hz. Los valores se expresan
como porcentaje de cambio con respecto al basal
Media ±E.E.M. n= 10-12.
* p <0. 05, * * pc 0.01 en relación al valor basal
+ p <0.05, + + p <0.01 en relación al valor obtenido con el PCA-4248.
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[FARMACO] SOLVENTE PCA-4248 NITRENDIPINO
1010 M 101.1 ±0.8 97.1 ±1.9 92,8±1,3”
1W M 104.1 ±1.1 95.5±2.3” 89.8±2.4”+
108 M 104.5±1.0 92.3±2.1’” 86,4±3.5**+
ío~ M 101 .8±0.3 89,2±2.4 74,3±5.7**±+
1W M 98.9±0.8 76.0±3.3’” 55.5±11.2**+ +
iW M 96.1 ±1.2 46.6±6.5’”
Tabla VI. - Efectos de DM80, PCA -4248 y Nitrendípino sobre la fuerza contráctil registrada en
aurículas derechas aisladas de cobaya, Los valores se expresan como porcentaje de cambio con
respecto al basal
Media ±E.EM. n= 8-la
* p <0.05, * ‘~ p <0.01 en relación al valor basal
+ p <0.05, 1’ -i- p <0.01 en relación al valor obtenido con el PCA -4248.
Los efectos cronotrópicos negativos producidos en la aurícula derecha aislada por PCA-4248 y
Nitrendipino se muestran en la Tabla VII. El PCA-4248, incluso a la concentración de 1 05M, produjo una
ligera disminución no significativa de la frecuencia sinusal. Sin embargo, el Nitrendipino ya a las dosis de
10’7M y 10’8M, produjo una disminución estadisticamente significativa de la frecuencia sinusal <p<O.Ol).
A los 5 minutos de incubar la aurícula con 108M, el Nitrendipino produjo bloqueos sinusales en el 50%
de los experimentos. El solvente, OMSO no produjo ningún cambio apreciable sobre la frecuencia cardíaca.
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[FAR MAC O] SOLVENTE PCA-4248 NITRENDIPINO
1010 Nl 98.8±1.2 99.3±0.3 99,3±0.8
10’~ Nl 96.4±1.4 98.8±0.9 99,2z1.4
io’~ Nl 97.6±1,5 98.4±1.2 97.3±1.8
iO’~ M 93,9±1.8 98.6±1.2 83.6±4,6*+ +
10.6 Nl 93.9±1,8 96.7±4.4 67.8±9.0’”+ +
iW M 93.9±1.8 87,9±12.1
Tabla VII, - Efectos de DM30, PCA -4248 y Nitrandipino sobre la frecuencia sirnisal en aurículas
derechas aisladas de cobaya. Los datos representan el porcentaje de cambia en relación al valor
basal.
Media FF44. n~ 8-10.
p <0.05. - p <0.01 en relación al valor basaL
+ -i- p <0,01 en relación al valor obtenido con el PCA -4248.
1 .2.2, EFECTOS SOBRE LA CAPTACION DE 45Ca EN AURíCULAS AISLADAS DE COBAYA.
Los efectos del PCA-4248, 1 0~7M, sobre la captación de “Ca en aurículas aisladas estimuladas a
las frecuencias basales de 1 y 3 Hz e incubadas en solución de Tyrode que contenia 1.8 ó 3.6 mM de
CaCI
2 se representan en la Tabla VIII. Puede observarse que la captación basal de “Ca aumentó al
incrementar la concentración de Ca
2~ extracelular de 1.8 mM a 3.8 mM <p <0.05). Para cualquier
concentración de Ca2 extracelular, la captación de “Ca dependra de la frecuencia de estimulación, siendo
mayor cuando la frecuencia de estimulación aumentó a 3Hz (desde 1050.9±79.3hasta 1484.6±146.4
nmol Ca/g aurícula en 1.8 mM de CaCI
2, p<O.Ol; desde 1671.1 ±224.4hasta 2247.0±218.5nmol Ca/g
aurícula a 3 Hz, p<O.05). El PCA-4248 <1 0~7M) no modificó la captación de “Ca en heminuriculas
estimuladas a 1 Hz a ninguna de las concentraciones de Ca2~ estudiadas- Sin embargo, en hemiauriculas
estimuladas a la frecuencia de 3 Hz, el PCA-4248 redujo significativamente la captación de “Ca, tanto
aurículas incubadasen un mediocon 1.8 mM <desde 1484.6 ±146.4a1187.3±100.9nmol Ca/g aurícula,
p<O.05) como en 3.6 mM de Ca (desde 2247.0±218.6a 161 8.0±112.7nmol Calg, p~O.OS). Estos
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resultados sugieren que la inhibición de la entrada de “Ca producida por el PCA-4248 depende de la
frecuencia de estimulación.
1.8 mM Ca2~ 3,6 mM Ca2~
1Hz 3Hz 1Hz 3Hz
CONTROL 1050.9±79.3 1484.6±146.4* 1671.1±224.4 2247.0±218.5*
PCA-4248 1062.9±116.8 1187.3±100.9+ 1882.7±226.1 1618.0±112.7+
Tabla VIII.- Efectos del PCA-4248, 1U7M, sobre la captación de “Ca en aurículas aisladas de
cobaya estunuladas a 1 ó 3 Hz e incubadas en Tyrode normal (1.8 mM Ca2 ~) o que contiene 3Á5
mM Ca2~. Media E.E.M. n 8.
p <0.05 en ¡‘elación a los valores obtenidos a 1 Hz.
+ p < 0.05 e,? re/ación a los valores obtenidos a 3 Hz
1.2.3. EFECTOS ELECTROMECANICOS EN EL CORAZON AISLADO Y PERFUNDIDO DE RATA.
Los valores basales de contracción ventricular fueron 1,26±0.2 g para el grupo solvente;
1 .38±0,2g para el grupo tratado con PCA-4248 y 1.32±0.3g para el grupo tratado con Nitrendipino,
no existiendo diferencias estadísticamente significativas entre dichos valores basales para cada uno de los
grupos de tratamiento.
La perfusión del corazón aislado de rata con PCA-4248 produjo una disminución de la fuerza
contráctil dependiente de la concentración y del tiempo (Figura 7). A 1 O’8M, el PCA-4248 no produjo
cambios significativos sobre la fuerza contráctil (Figura 7); sin embargo, a concentraciones de 1 0’M y
1 O’6M, produjo un efecto inotrópico negativo que ya fue estadísticamente significativo tras 1 5 minutos de
perfusión (p<O.OS> y que alcanzó su efecto máximo al cabo de 30 minutos (p’cO.O1).
Nitrendipino, 1 O’8M-1 0’6M, produjo una mayor reducción de la fuerza contráctil ventricular, que
alcanzó valores estadisticamente significativos a partir de 10’5M (p<0.OS>, siendo este compuesto más
activo que el PCA-4248 a todas las concentraciones ensayadas (Figura 7>. Al igual que el PCA-4248, el
efecto máximo del Nitrendipino se registró tras 30 minutos de perfusión <Figura 7).
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La perfusión del corazón aislado con DMSO <solvente) a concentraciones de 100 ¡¡1/1 produjo un
ligero efecto inotrópico negativo a los 30 minutos de perfusión, que no fue estadrsticamente significativo
<Figura 7>.
Las curvas concentración-respuesta del PCA-4248 y Nitrendipino, después de 30 minutos de
perfusión <efecto máximo>, se muestran en la Figura 8. El efecto inotrópico negativo de Nitrendipino fue
mucho más acusado que el obtenido con el PCA-4248, obteniendose diferencias estadísticamente
significativas, entre ambas curvas, a partir de 1O’7M <p<O,O1) (Figura 8>.
La Tabla IX muestra el efecto máximo observado después de 30 minutos de perfusión con PCA-
4248 y Nitrendipino sobre la conducción intraauricular (intervalo St-A), intraventricular (intervalos H-O y
O-y) y a través del nodo auriculo-ventricular (intervalo A-H> en corazones aislados y perfundidos de rata.
PCA-4248, a concentraciones de 10’8M, 107M y 10’6M, y DMSO (100 pI/l) no produjeron ningún cambio
significativo de la conducción intracardíaca. El Nitrendipino no modificó los intervalos St-A, H-Q y O-V,
pero produjo un alargamiento del intervalo A-H, concentración-dependiente y estadisticamente significativo
alas concentraciones de 107M y 1O’6M (p<0.O1>.
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Figura 7.- Efectos de DM30, PCA -4248 (panel superior) y Alitrendipino (panel inferior) sobre la
fuerza contráctil en corazones aislados y perfundidos de rata. En ordenadas se representan los
cambios de la fuerza contráctil expresados como porcentaje de cambio con respecto al valor
control (100%). En aboisas, el tiempo (minutos)-
Cada punto representa la media ± E EM. n =
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Figura 8.- Relación concentración-respuesta de PCA -4248 yNitrendipino sobre la fuerza contráctil
cardiaca tras 30 minutos de perfusión (efecto máximo). En ordenadas se representa elporcentaje
de contracción referido al valor control (100%). En abcisas, el logaritmo negativo de la
concentración molar del fármaco.
Cada punto representa la media~ ±E.E.M. o = 6.
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[FARMACO] St-A
(ms>
A-H
<ms>
H-Q
<ms)
O-y
<ms>
SOLVENTE 57+05 27.6±0.4 11.4±0.7 6.2±0.8
NITRENDIPINO
}O~ M 5.6±1.2 28.4±0.3 11.6±0.2 5.7±0.2
NITRENDIPINO
io~ M 6,5±0.2 31.7±0,3* 11.7±0.2 6,4±0.1
NITRENDIPINO
106 M 5.8±0.1 35.5±0.6* 12.7±0.2 6.6±0.2
PCA-4 248
Idi M 5.8±0.1 28.1 ±0.2 11.8±0.2 6.1 ±0.1
PC A -4246
io~ M 6.1 ±0.2 27.8±0.2 11.9±0.2 63±0.2
PCA-4 248
10” M 6.0±0.2 28.0±0.2 11.6±0.2 5,8±0.2
Tabla IX.- Efectos del Solvente. PCA -4248 y Nitrendipino sobre la conducción intracardíaca en
cntazones aislados y perfundidos de rata después de 30 minutos de perfusión (efecto máximo).
Media FE/LA. n 6.
* p< 0.01 en relación al valor obtenido con el Solvente y PCA -4248.
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1 .2.4. EFECTOS ELECTROFISIOLOGICOS DEL PCA-4248 EN MUSCULOS AURICULARES Y
LARES DE COBAYA.
1,2.4.1.
VENTRICU-
Potenciales de acción auriculares
.
Los efectos de PCA-4248 sobre los potenciales de acción registrados en fibras musculares
auriculares de cobaya, estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz se representan en las Tablas X y Xl.
El PCA-4248, a concentraciones entre 1 0’8M-1 0’5M, no modificó las características de la fase O
del potencial de acción auricular (amplitud-APA, Vmox) ni el potencial de reposo <PR), lo que indica que el
PCA-4248 no inhibió, respectivamente, ni la corriente rápida de entrada de Na (1Nn> ni la corriente tiempo-
independiente de salida de K <1K1>’ Así mismo, el PCA-4248 tampoco modificó la duración del potencial de
acción medida tanto al 50% <DPA
5Q> como al 90% de repolarización, (DPA90HTabIa X). Tampoco se
observaron diferencias en la duración del periodo refractario efectivo <PRE) o en el cociente PREIDPA <Tabla
Xl).
[PCA4248] PR(mV> APA(mV) V <V/s> DPA50(ms> DPA90<nis)
0 78,4±1.3 115,4±1.3 240.5~1.3 46.5±3.2 102.5±4,8
í0’~ M 80.3±1.0 115.5±1.2 238.7U.2 48.7±1.6 105.6±7.2
1W M 81.2±0.6 115.2±1.3 233.SA.5 48.0±3.3 99.5±7.5
iQ~ M 78.8±2.0 115.4±1.3 233.5r9.7 48.5 ±3.5 101.5±6.6
íW Nl 77.0±1.8 115.6±1.5 231.S~9.5 48.0±2.1 104.0±4.7
Tabla X,- Efectos alectrofisiológicos del PCA -4248 en fibras musculares auriculares de cobaya
estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz,
Media ± E.E.M. n= 12,
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[PCA-4248] PRE <ms> PREIDPA
0 105.6±3.9 1.02±0.02
108 M 108.1 ±4.2 1.02±0.02
í0~ M 102.4±4.3 1.03±0.01
1W M 107.9±4.1 1,03±0.02
í05 M 109.7±3.9 1.04±0.03
Tabla XI.— Efectos del PCA -4248 sobre el período refractario efectivo (PRF.J y el cociente PAF/OPA
en fibras musculares auriculares de cobaya estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz.
Media ± EEM. nz 12.
Potenciales de acción ventriculares
.
Los efectos del PCA-4248 sobre los potenciales de acción registrados en los músculos papilares
de cobaya estimulados a la frecuencia basal de 1 Hz se representan en las Tablas XII y XIII.
Al igual que en los potenciales de acción auriculares el PCA-4248, a concentraciones entre 1 0’8M
y 1 0’5M, no modificó ninguno de los parámetros que definen las características del potencial de acción
ventricular, aunque produjo un ligero aumento, no significativo, en la DPA medida al 50% y 90% de
repolarización <Tabla XII). Los cambios en la DPA fueron acompañados de cambios similares en la duración
del período refractario efectivo ventricular (PIRE>, por lo que el PCA-4248 no modificó tampoco el cociente
PREIDPA <Tabla XIII). Tampoco se observaron cambios significativos en la duración del tiempo de
recuperación (TIR> de la velocidad máxima de despolarización (V~~j.
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[PCA42481 PR<mV) APA<mV> Vmax<VIS> DPA50<ms) DPA90<ms)
0 81.8±1.1 120.8±0.9 211.2±5.6 149.6±4.8 179.6±6.2
i0’~ M 81.4±1.0 119.5±0.3 213.0±4.9 158.0±9.2 188.0±9.4
10” M 82.1±1.2 120.6±0.7 211.6±5.2 166.0±9.0 194.1 ±9.8
íW Nl 82.2±1.2 120.3±0.9 214.2±4.1 166.4±9.2 195.4±9.1
i0’~ Nl 83.6±1.0 121.1 ±1,1 216.6±4.5 152.5±7.7 185.4±6.4
Tabla XII. - Efectos electrofisiológicos del PCA -4248 en fibras musculares ventriculares de cobaya
estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz. Medía ± E. E. M. u = 12.
[PCA-4248] PRE <ms> PREIDPA TR <rus)
0 185.4±8.2 1.02±0.02 237.6±14.2
1W M 194.5±5.9 1.03±0.02 247.7±12.1
10’ M 198.7±10.9 1.03±0.03 253.2±10.3
íO’
5 M 203.2±10.6 1.04±0.02 258.0±13.6
ío’5 M 194.5±6.7 1.05±0,01 250.8±12.3
Tabla XIII.- Efectos deIPCA-4248 sobre e/periodo refractario efectivo (¡‘RE) ventricular, el cociente
PRE/OPA y el tiempo de recuperación (TR) en fibras musculares ven tricufares de cobaya
estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz. Media ±E EM. n= 12.
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1.2.4.3. Efectos del PAF sobre los ootenciales de acción ventriculares: Interacción con PCA-4248
.
En fibras musculares ventriculares de cobaya, el PAF produce un marcado acortamiento de la DPA
(Tamargo y cols, 1985). Con el fin de comprobar si el PCA-4248 era capaz de antagonizar el acortamiento
de la DPA ventricular producida por el PAF, se realizaron una serie de experimentos en músculos papilares
de cobaya estimulados a la frecuencia basal de 1 Hz e incubados con PAF (1 010M), en ausencia y en
presencia de PCA-4248 (10’8M, 10’7M y 1O’6M).
El PAF, a la concentración ensayada, no modificó las características de la fase 0 del potencial de
acción ventricular <amplitud-APA, V,,,ax) ni el potencial de reposo <PR), pero acortó de forma significativa
(p<0.05) la duración del potencial de acción medido tanto al 50% como al 90% de repolarización ¿Tabla
XIV). En estas condiciones, el PCA-4248 no modificó, de forma significativa, la amplitud o la Vmax del
potencial de acción iii el potencial de reposo; sin embargo, bloqueó el acortamiento de la DPA producido
por el PAF.
[FARMACO] PR(mV> APA<mV> Vmnx(V/s) DPA~
0<ms) DPA~0(ms>
0 80.7±1.2 119.5±0.9 204.7±9.5 152.8±9.4 185.0±9.0
PAF
10
10M 81.4±1.1 119.2±0.8 203.2±9.4 125.0±9.5* 147.5±9.7*
PAF + PCA-4248
108M 82.3±1.7 119.6±1.1 2095±9.3 151.8±9.6 182.1 ±9.7
107M 82.0±1.7 118.7±1.1 214.0±9.0 141.8±9.7 174.7±9.0
10V 81.7±1.9 120.2±0,8 208.0±9.3 145.8±9.0 177.5±9.6
Tabla XIV.- Efectos electrofisiológicos del PAF en ausencia y en presencia de PCA -4248 en fibras
musculares ventriculares de cobaya estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz.
Media ±E.E.M. n= 12. * p<0.OB en relación al valor basal
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1.2.4.4. Potenciales de acción lentos <Ca-dependientes> en músculos papilares de cobaya
.
Para comprobar el efecto del PCA-4248 sobre la corriente lenta de entrada de Ca2~ (Ica> a través
de los canales de tipo L de la membrana de células cardiacas, analizamos sus efectos en músculos
papilares perfundidos con Tyrode con 27 mM de KCI y estimulados a la frecuencia basal de 0.12 Hz en
los que se indujo la aparición de potenciales de acción lentos, Ca2~-dependientes, adicionando al líquido
de perfusión Isoproterenol <10’8M).
Los resultados obtenidos en la Tabla XV muestran que el PCA-4248, a concentraciones entre 1 0’9M
y 1W Nl, no fue capaz de inducir la aparición de potenciales de acción lentos y. además, no modificó a
-ninguna de las concentraciones ensayadas los parámetros que definen las características de los potenciales
de acción lentos cardíacos, lo que indica que este compuesto carece de propiedades bloqueantes de los1,
canales de Ca2 Y
[PCA4248) PR<mV> APA<niV) Vmsx<VIs) DPA
50<nis) DPA90<ms)
0 43.8±1.7 63.8±1.7 15.5±0.7 232.5±9,9 262.0±9.1
45.0±3.1 83.0±1.7 16.3±1.4 246.2±9.1 264.3±9.8
10’
7M 42.0±0.8 83.2±1.6 15.5±1.3 242.0±9,3 265.5±9.3
10”M 43.0±1.9 82.2±1.3 15.4±1.5 241.5±9.8 261.0±9.8
105M 43.0±1.6 83.4±2.3 16.4±1.9 226.5±9.1 246.5±9.4
Tabla XV.- Efectos electro fisiológicos del PCA -4248 sobre los potenciales de acción lentos
inducidos por el Isoproterenol (l0’6M) en fibras musculares ventriculares de cobaya perfundidas
con Tyrode con 27 mM de KCI estimuladas a la frecuencia basal de 0.12 Hz.
Media ±E.E.M. nzz 12.
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1 .3. ACTIVIDAD SOBRE OTROS RECEPTORES.
í .3.1. ACTIVIDAD SOBRE EL RECEPTOR a-ADRENERGICO.
Los valores basales de la contracción de la aorta, inducida por NA, fueron: 4.36±0.5 g y
4:48 ±0.3g para el grupo del PCA-4248 y Fentolamina, respectivamente. No existieron diferencias
estadísticamente significativas entre los valores basales de los diferentes grupos de tratamiento.
PCA-4248, a concentraciones comprendidas entre 1GT8M y 106M. no modificó las contracciones
inducidas por la Noradrenalina (10’M) en la aorta de conejo, pero a la concentración de 10’5M inhibid la
contracción aórtica en un 15.1% (Figura 9>. Ello indica ~ue el PCA-4248 no exhibe propiedades
bloqueantes a-adrenérgicas.
Fentolamina, a concentraciones entre 1O’8M y 106M, produjo una inhibición de la contracción
aórtica que alcanzó valores estadisticamente significativos a concentraciones superiores a 3x10’3M
<p <0.01 )<Figura 9).
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Figura 9.- Efecto relajante de PCA -4248 y Fentolarnina sobre las contracciones inducidas por fa
A’oradrenal¡na en la aorta aislada de conejo. En ordenadas se representa el porcentaje de
contracción referido al valor basal (100%). En abcisas, el logaritmo negativo de la concentración
mofar del fármaco.
Cada punto representa la media ± E. EM. n = 6.
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1.3.2. ACTIVIDAD SOBRE EL RECEPTOR R-ADRENERGICO.
Con el fin de comprobar si el efecto inotrópico negativo del PCA-4248 es debido a su capacidad
antagonista del receptor B-adrenérgico cardíaco, se realizaron curvas concentración-respuesta al
Isoproterenol <1 0’11M-1 0’5M) en ausencia y en presencia de PCA-4248 <1 0’M y 1 06M) y Propranolol
<1 0’8M, 1 0”M y 1 0’6M) <Figura 10).
Como se observa en la Figura 10, el Propranolol produjo un desplazamiento concentración-
dependiente a la derecha de la curva del Isoproterenol, como es de esperar para un antagonista competitivo
del receptor 13-adrenérgico. Por el contrario, el PCA-4248 no modificó la curva del Isoproterenol a ninguna
de las concentraciones ensayadas, por lo que este compuesto carece de éfectos antagonistas del receptor
IS-adrenérgico cardíaco.
En la Tabla XVI se muestran los valores basales de la contracción auric
tratamiento.
ular para cada grupo de
AURíCULA IZQUIERDA
Contracción <g)
SOLVENTE 1.27 ±0.2
PCA-4248
10’7M
1 O6M
t30 ±0.3
1.29 ±0.2
PROPRANOLOL
1 0’8M
10’7M
l0’6M
1.20 ±0.4
115 ±0.3
1.28 ±0.2
Tabla XVL- Valores basales de contracción auricular y frecuencia sinusal para cada grupo de
tratamiento Media ± E.E.M. n= 10-12.
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Figura 10.- Curvas concentración-respuesta al Isoproterenol en presencia de Propranolol (panel
superior) y PCA -4248 (panel inferior) en aurfculas izquierdas de cobaya estimuladas a la frecuencia
basal de 3 1-ls. En ordenadas se representa el porcentaje de contracción referido af valor basal
(100%). En abc,’sas, al logaritmo negativo de la concentración molar de lsoproterenot
Cada punto representa la media ±FE. M. n = 6.
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1.3.3. ACTIVIDAD SOBRE CANALES DE Ca2”’.
Los resultados obtenidos con el PCA-4248 en preparaciones vasculares y cardiacas aisladas
sugieren que podría exhibir propiedades antagonistas del Ca2~ a concentraciones elevadas (107M-106M).
Con el fin de confirmarlo, se realizaron estudios de desplazamiento de la fijación de [31—1]-Nitrendipinoen
músculo liso (ileon de cobaya> y cardiaco <corazón aislado de cobaya>.
En íleon aislado, el Nitrendipino desplazó la unión de [3H]-Nitrendipino a su receptor de forma
concentración-dependiente y estadisticamente significativo a partir de 1010M <p’<O.O6) (Figura 11>. Por
el contrario, PCA-4248 sólo modificó de forma significativa la unión de 12Hl-Nitrendipino a su receptor a
la concentración de 1 0~ M (Figura 11).
En los estudios de desplazamiento realizados en corazón aislado, el Nitrendipino desplazó la unión
de 13H]-Nitrendipino a su receptor de forma concentración-dependiente y estadisticamente significativo a
partir de 3x109M <p-c 0.05> (Figura 12>. Por el contrario, el PCA-4248 tampoco modificó la unión de [3H1-
Nitrendipino a su receptor hasta alcanzar la concentración de 1 06M <Figura 12).
Si se comparan los efectos de Nitrendipino en íleon y corazón aislado se observa que este
compuesto desplazó de una manera algo más acusada la fijación de [3H1-Nitrendipino en músculo liso que
en el músculo cardíaco, aunque no existieron diferencias significativas en el desplazamiento de f~l-l]-
Nitrendipino entre ambos tejidos. El PCA-4248 desplazó de forma similar la fijación de [3H1-Nitrendipino
en músculo liso y cardiaco.
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Figura 11.- Curva concentración-respuesta de PCA -4248 Y Nitren dipino sobre el desplazamiento
de la fijación de /31-I]-Nitrendipino en íleon aislado de cobaya. En ordenadas se representa el
porcentaje de fijación re/eNrIo al valor basal (100%). En abc/sas, el logaritmo negativo de la
concentración molar del fármaco.
Cada punto representa la medía ±E.E.M. n = 6.
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Figura 12.- Curva concentración-respuesta de PCA -4248 y Nitrendipino sobre el desplazamiento
de la fijación de /3H]-Nitrendipino en corazones de cobaya. En ordenadas se representa el
porcentaje de fijación referido al valor basal (100%). En abc/sas, el logaritmo negativo de la
concentración molar del fármaco.
Cada punto representa la medía ± 5 EM. n = 6.
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2. ESTUDIOS REALIZADOS IN VIVO.
2.1. EFECTOS HErVIOEJINAMICOS EN RATAS.
2.1,1. RATAS NORMOTENSAS
Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC correspondientes a los grupos tratados con solvente
<PEG-400>, PCA-4248 y Nitrendipino se muestran en la Tabla XVII. Puede observarsa que no existen
diferencias estadisticarnente significativas en los valores basales entre los distintos grupos de tratamiento
PCA-4248
0.3 ¡ng/Kg
1 mg/Kg
148±1.0
146±2.6
126±0.8
126±1,8
133±0.7
132±1.9
351 ±8.1
393±11.5
N ITIR EN Dl PINO
0.3 mg/Kg
1 mg/Kg
152±1.0
149±2.4
128±1.6
124±2.4
136±1.4
132±2.3
358±11.1
368±10.4
Tabla XVII.- Va/ores basales de MAS., FAO., PA/VI. y FC. en ratas nohrnotensas.
Media E EM. n = 6. Lp.m. latidos por minuto.
Como se puede observar en las Figuras 13 y 14, la administración intravenosa de PCA-4248 a la
dosis de 0.3 mg/Kg no produjo ningún cambio significativo sobre la FAS y PAD, mientras que a la dosis
de 1 mg/Kg produjo una pequeña disminución no signtficativa de la FAS <-5 e + 2 6%> y FAO (-4.9 ±2.7%>
en el primer minuto postadministración~ pero se alcanzaron los valoes control a los 3 minutos de su
administración (Figuras 13 y 14>. flor el contrario, a las mismas dosis, el Nitrendip~no produjo una
disminución de la PAS y PAD estadísticamente significativa con respecto al control y a los cambios
producidos por el PCA-4248 <pct0.Ol> <Figuras 13 y 14>. El solvente, a dosis de 0.1 ml/Kg, no modificó
la presión arterial <Figuras 13 y 14).
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Con el Nitrendipino la máxima calda de PAS (-41.5±1.9%a la dosis de 0.3 mg/Kg y-41 .1±3.6%
a la dosis de 1 mg/Kg> y PAD <-59.0±1.6%a la dosis de 0.3 mg/Kg y -53 5 + 2 5% ala dosis de 1 mg/Kg)
se obtuvo en el primer minuto postadministración, no existiendo diferencias significativas entre ambas
dosis. Esta efecto hipotensor se mantuvo con ambas dosis durante los 30 minutos que duró el
experimento, aunque al cabo de este tiempo parecía ser más marcado y de mayor duración a la dosis de
1 mg/Kg (Figuras 13 y 14).
PCA-4248, a la dosis de 0.3 mg/Kg, no modificó la FC, mientras que a la dosis de 1 mg/Kg produjo
una ligera disminución no significativa de la FC en el primer minuto postadministración (-4.9±0.9%)>
recuperándose el valor control a los 5 minutos postadministración. Sin embargo, el Nitrendipino, a las
mismas dosis, produjo una reducción de la FC dosis-dependiente y estadísticamente significativa con
respecto al control y al PCA-4248 <pc0.01) (Figura 15). El vehículo no modificó este parámetro.
La máxima disminución de FC se obtuvo en el primer minuto tras la administración de Nitrendipino
a la dosis de 1 mg/Kg (-17.8±1.9%);a esta dosis la disminución de la FC persistió después de 30 minutos
postadministración, mientras que a dosis de 0.3 mg/Kg se alcanzó el valor control de la FC a los 20-25
minutos de la administración del fármaco <Figura 15).
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Figu¡a 13.- Efectos del Solvente, PCA -4248 y Nitrendipino sobre la PA .5. En ordenadas se
representa el porcentaje de cambio norma/izado al valor 100%. En aboisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la niedia ±E.E.M. n = 6.
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Figura 14.- Efectos del Solvente, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la MD. En ordenadas se
representa el porcentaje de cambio norma/izado al va/of 100%. En abc/sas, o/tiempo (minutos).
Cada punto representa le media ± E.E.IVT. n = 6.
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Fiigura 15.- Efectos de/Solvente, PCA -4248 yNitrend¡pinosobre la FC. En ordenadasse representa
el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abc/sas, el tiempo minutos)
Cada punto representa la media ±E.E.M. n = 6.
2.1.2. RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS <SHR)
Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC correspondientes al grupo del solvente <PEG-400>,
de PCA-4248 y de Nitrendipino se muestran en la Tabla XVIII. Puede verse que no existen diferencias
significativas entre los valores basales de cada uno de los grupos experimentales.
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P.A.S.
<mmHg)
PAD.
<mmHg)
P.A.M.
(mmHg>
F.C.
<1p.m.)
SOLVENTE 224±5.9 166±7.2 183±5.3 395±10.8
RCA-4 248
0.3 mg/Kg
1 mg/Kg
212±10.3
216±5.6
147±6.1
156±5.6
169±7.4
176±4.6
447±11.2
430±11,2
NITREN DIPINO
0.1 mg/Kg
0.3 mg/Kg
207±7.6
199±11.1
145±5.8
139±8.4
166±6.3
159±9.3
401 ±7.9
396±5.8
Tabla XVIII.- Valores basa/es de FAS., PAD., P.A.M. y FC. en ratas SHR.
Media ±5 EM. n 6. [pm. = latidos por ni/noto.
Los efectos de la administración iv. de PCA-4248 <0.3 y 1 mg/Kg> y Nitrendipino (0.1 y 0.3
mg/Kg) en ratas espontáneamente hipertensas se muestran en las Figuras 16, 17 y 1 8. En esta serie de
experimentos, las dosis utilizadas de Nitrendipino fueron menores que las utilizadas en ratas normotensas,
ya que Nitrendipino, a la dosis de 1 mg/Kg (dosis máxima en ratas normotensas), produjo en SI-IR una
importante caída de la presión arterial acompai~ada de bloqueos sinoauriculares.
Como se puede observar en las Figuras 16 y 17, la administración intravenosa da FCA-4248 (0.3
mg/Kg) no produjo ningún cambio significativo sobre la RAS y PAD, mientras que a 1 mglKg produjo una
ligera calda en la RAS <-5 9 + 1 6%> y PAD (-6.8±1.6%),estadfsticamente significativa con respecto al
control en el primer minuto postadministración (pca.05), que persistió durante los 30 minutos del
experimento <Figuras 16 y 17>. Sin embargo, el Nitrendipino a dosis de 0.1 y 0.3 mg/Kg. produjo una
disminución de la presión arterial, dosis-dependiente y estadísticamente significativa con respecto al control
y al PCA-4248 (pcO.O1> <Figuras 16 y 17>. El vehículo, PEG-400, a dosis de 0.1 ml/Kg, no modificó
ninguna de las presiones.
La máxima calda de RAS <-47.9±3.6%para la dosis de 0.1 mg/Kg y -49,6±2.5%para la dosis
de 0.3 mg/Kg) y PAD <-60.1 ±2.9%para la dosis de 0.1 mg/Kg y -60.7±3.4%para la dosis de 0.3
mg/Kg) se obtuvo en el primer minuto tras la administración de Nitrendipino. no existiendo diferencias
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significativas entre ambas dosis. Este efecto hipotensor fue mantenido con ambas dosis durante los 30
minutos que duró al experimento, siendo más pronunciado y de mayor duración a la dosis de 0.3 mg/Kg,
mientras que a La dosis de 0.1 mg/Kg, hubo una paulatina recuperación de ambas presiones aunque sin
llegar a alcanzar el valor control (Figuras 16 y 17>.
PCA-4248, a dosis de 0.3 y 1 mg/Kg, produjo Una ligera disminución no significativa de la FC
mientras que Nitrendipino, a dosis de 0.1 y 0.3 mg/Kg, disminuyó la FC de forma dosis-dependiente y
estadisticamente significativa con respecto al control y al PCA-4248 (pcc.01) (Figura 18>. La máxima
disminución de FC se obtuvo con Nitrendipino a dosis de 0.3 mg/Kg (-12.8±5.9%>en el primer minuto
postadministración. Con ambas dosis, este efecto fue revirtiendo a lo largo del tiempo hasta alcanzar el
valor control, siendo más rápida la reversión con la dosis más baja (0.1 mg/Kg) <Figura 18). El vehículo no
modificó este parámetro.
\j<k y-——
o Solvente
u PGA-4248 0.9 mg/Kg
A PCA-4246 1 mglKg
• Nitrendipina 0,1 mg/Kg
• Ni trendipiflú 3.3 mg/kg
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Figura /6k- Efectos del Solvente, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la FAS en tatas SUR. En
ordenadas se representa e/porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abcisas, el tiempo
Iminutos.>.
Cada punto representa la media ±E.E.M. o = 6.
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2 Swente
• PCA-4248 0.3 mg/Kg
A PCA- 4248 1 mg/Kg
• Ntrendlplflo 0.1 rngiKg
g
Figura 17.- Efectos del Solvente, PCA-4248 y Nitrendipíno sobre la FAO en ratas SUR. En
ordenadas se representa e/porcentaje de cambio norma/izado al valor 100%. En abc/sas, el tiempo
(minutos).
Cada punto representa la media ±E.E.M. n = 6.
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Figtira 18.- Efectos de/Solvente, PCA -4248 y Nitrendipino sobre la ECen ratas SHR. En ordenadas
so representa el porcentaje de cambio norma/izado a/valor 100%. En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la inedia ±E. E. M. n = 6.
Si se compara el efecto del PCA-4248 sobre la PAS y PAD entre ratas normotensas y SHR se
observa que, a dosis de 1 mg/Kg, este compuesto produce una ligera disminución de la presión arterial en
ratas SHR, estadísticamente significativa con respecto a los valores obtenidos en (atas normotensas
<pco.05) <Figura 19>.
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F,Vura 1.9. - Comparación del efecto de PCA -4248 sobre la FAS y FAO en rotas normotensas y
SUR. En ordenadas se representa el porcentaje de cambio norma/izado al valor 100%. En abc/sas,
el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ±E.E.M. n= 6.
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2.2. HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF EN RATAS ANESTESIADAS.
2.2.1. PROTECCION DE LA HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF.
Se estudiaron los efectos de PCA-4248 <0.3 y 1 mg/Kg) y Nitrendipino (10 pg/Kg> sobre la
hipotensión inducida tras la administración i.v. de PAF-acéther a las dosis de 0.33 y 0.66 ¡íg/Kg en ratas
anestesiadas. Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC para cada uno de los grupos de tratamiento
se muestran en la Tabla XIX. Puede observarse que no hubo diferencias estadísticaniente significativas
entre los valores basales para cada uno de los grupos de tratamiento.
PAS.
<mmHg>
1 55 ±5.7
14% 3.8
P.A , O.
<mm ¡-4g>
108±5.2
101±6.9
P.A.M.
(mmHg)
123±5.1
115±3.5
F.C.
(1p.m.)
417 ±20.1
396±15.9
K (3
144t3,7 eB±3.6 113±3.6 396±5.9
146±3.4 95±3,3 112±3.3 418±6.2
NITR§ND!PHNÚ 10 pgKg
U Sil sq¡Kg PAF 144±5.3 98±4.4 . 114±4.2 399±11,2
á6uq¡Kg PAF 136±3.5 93±4.3 107 ±3,7 411 ±6.6
15.1±31
140±6.3
104±5.1
101 ±6.9
120±4.2
114 ±6.7
417±7.4
407±10.5
>AF
u]
Ah
E>, :ng.Krj
K-¡ PAF
Kg PAF
Tabla XIX.- Va/ores basales de RAS., FAO.. RAM. y F.C. pare cada uno de los grupos de
tratamiento.
Media ±EEM. n 6. ¿pm. = latidos por minuto.
El posible efecto protector de PCA-4248 y Nitrendipino se estudió administrando ambos fármacos
por vía iv. 5 minutos antes de la infusión de PAF-acéther, La administración previa del vehículo o de PCA-
4248 no produjo ningún cambio significativo sobre la presión arterial, mientras que Nitrendipino produjo
unadisminución significativadela PAS(-8.8±1.4mmHg.pco.01)y PAD <-10.5±1.6.pcO.Ol) (Figuras
20,21,23 y 24).
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La administración intravenosa de PAF <033 pg/Kg) produjo una caída máxima de la PAS y fiAD
de -77.1 ±3.2y -59.5 ±4.2mmHg, respectivamente, al minuto de su administración; a partir de este
tiempo, el efecto hipotensor fue revirtiendo lentamente pero sin llegar a alcanzar el valor control después
de 30 minutos de experimento (Tabla XX, Figuras 20 y 21). La administración del solvente (PEG-400) a
dosis de 0.1 ml/Kg. no produjo ningún efecto sobre la hipotensión inducida por PAF <Tabla XX).
O mm 1 mm 5 mm 1 5 mm 30 mm
PAF 0.33 pg/Kg
F.C.
PAS.
PAD.
P.A.M.
100±0.1
+0.5±0.1
+0.5±0.2
+0.5±0.1
101.3±0.4
-77.1±3.2
-59.5±4,2
-64.6±4.2
108.4±2.5
-36.6±3.8
-25.7±2.0
-29.1 ±2.7
104.7±179
-7.9 ±4.7
-59+45
-6.1 ±4.4
99.8±1.0
-1 .6±4.7
-5.2±1.6
-4.0±4.2
SOLVENTE
F.C.
PAS.
fiAD.
P.A.M.
100.4±1.2
±0.3±0,7
~0.6±0.8
+0.4±0.8
100,5±1.3
-80.8±6.7
-61.1 ±5.6
-67.7±5.8
106.7±1.9
-35.2±5.5
-25 5+3.9
-28.6±4.4
104.1 ±2.1
-9.4±5.1
-7.8±5.1
-8.4±5.1
97.6±3.4
~4.2±5.5
-5.9±5.7
-4.9±5.5
Tab/a XX.- Efectos del Solvente sobre/os cambios inducidos por e/PAF (0.33 pg/Kg) sobre la RAS,
PAn, RAM bnn9l-lg) y FC (expresado como porcentaje de cambio norma/izado al valor 100%).
Media ±E.E.M. n= 6.
La administración del PCA-4248 <0.3 niglKg) produjo una leve inhibición en la respuesta
hípotensora de PAF (-69.9 ±5.8mmHg para la PAS y -48.5±3.8 mmHg para la fiAD), no siendo este
efecto estadísticamente significativo; sin embargo, a la dosis de 1 mg/Kg. el PCA-4248 produjo una mayor
inhibición en la respuesta hipotensora de PAF (-52.6±4.2mml-ig para la PAS y -43,3±3.9mmHg para
la fiAD), siendo este efecto estadísticamente significativo para la PAS <pcO.01) y fiAD (pcú.05> (Figuras
20 y 21). Nitrendipino, a dosis de 10 pg/Kg, también disminuyó la hipotensión inducida por PAF
(-59.1 ±1.9mmHg para la PAS y -40.0±2,9 mmHg para la fiAD), siendo este efecto estadísticamente
significativo (pco.05> (Figuras 20 y 21>.
La reversión de la hipotensión inducida por PAF fue más rápida en los animales tratados
previamente con PCA-4248 (1 mg/Kg) y Nitrendipino que con el vehículo y con el PCA-4248 (0.3 mg/Kg).
alcanzando el valor control el grupo tratado con PCA-4248 (1 mg/Kg> a los 10 minutos de la administración
de PAF y, a los 15 minutos, el grupo tratado con Nitrendipino, El PCA-4248 (0.3 mg/Kg> alcanzó el valor
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control a los 30 minutos de su administración.
Sobre la FC, se observó una taquicardia tras la administración de PAF en todos los grupos tratados,
siendo menos acusada en el grupo tratado con PCA-4248 a la dosis de 0.3 mg/Kg (Figura 22).
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Figura 20.- Efectos de/RCA-4248 y l’/itrendi»ino sobre la reducción de la RAS inducida por el PAF
(0.33 pg/Kg, iv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa le ca/da de RAS en mni’Hg.
En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la inedia ±E. EM. n = 6.
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Figura 21.- Efectos del PCA -4248 y Nitrendipino sobre la reducción de la PAD inducida poro/PAF
(0.33 pg//<g, Lv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa fa ca/da de FAO en rnmHg.
En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ±E. E. M. n 45.
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Figura 22.- Efectos del PCA -4248 y Nitrendipino sobre los cambios de la FC inducidos por el
PA F(0. 33 pg/Kg, 1. y.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa elporcentaje de camb/o
normalizado al valor 100%. En abcisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media E.E./LA. n= 6.
Cuando se administraron dosis superiores de PAF (0.66 pglKg> se produjo una mayor calda de la
PASy fiAD (-76.9±4.Sy-56.6±4.3mmHg, respectivamente) quefue máxima al minuto de su inyección;
este efecto hipotensor revirtió más lentamente que con la dosis de 0.33 pglKg, sin llegar a alcanzar el valor
control tras 30 minutos de experimento (Tabla XXI, Figuras 23 y 24). El solvente, PEG-400, administrado
intravenosamente, no produjo ningún efecto sobre la hip¿tensión inducida por el PAF (Tabla XXI>.
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O mm 1 mm 5 mm is mm 30 mm
PAF 0.66 j’g/Kg
F.C.
RAS.
fiAD.
P.A.M.
100±0.1
0.5±0.1
0.5±0.2
+05+0.1
99.3±1.6
-76.9±4.8
-56.6±4.3
-62,7±3,7
106.3±0.9
-56.8±4.7
-38.2±3.2
-44.2±3.7
110.8±1.7
-18.0±3.0
-7,7±4.1
-15.6±3.5
103.4±2.1
-4,6±4,7
-4,2±3.8
-4,2±2,0
SOLVENTE
F.C.
RAS.
PAD.
P.A.M.
99.8±1.4
rO.3z0.7
±0.6±0.8
+0.4±0.8
97.8±1.4
-77.5±6.7
-59.5±4.6
-63.7±4.5
105.4±1.9
-65.9±5.1
-38.8±4.4
-44.4±4.6
107.1 ±2.5
-17.2±3.6
-12.9±4.2
-14.4±3.9
103.2±2.1
-4.7±4.5
-3.1 ±4.3
-4.2±4.4
Tabla XXI. Electos del Solvente sobre los cambios inducidos por el PAF 10.66 ¡¡gIKg) sobre la
RAS, PAD, RAM (,nml-lg) y FC (expresado como porcentaje de cambio normalizado al valor 100%).
Media ± E. E. M. n zx (5.
El pretratarnienbo con PCA-4248 (0.3 mg/Kg iv.) no protegió del efecto hipotensor (-80.6±2.3
mrnHg para la RAS y -56 ~ 5 5 mmHg para la PAD>(Figuras 23 y 24); sin embargo, a la dosis de 1
mg/Kg. el PCA-4248 protegió del efecto hipotensor inducido por el PAF <-60.9±4.3mmHg para la FAS
y -52.3±5.8 mniHg para la fiAD. pcO.OS>. Nitrendipino (lOpg/Kg> también inhibió la hipotensión inducida
por PAF sobre la RAS y fiAD <-64.6±3.2 mmHg y -40.9 ±3.2mmHg, respectivamente), pero estos
cambios no alcanzaron valores estadísticamente significativos (Figuras 23 y 24>.
La reversión del efecto hipotensor inducido por PAF fue más rápida en el grupo tratado con PCA-
4248 <1 mg/Kg) que en los grupos tratados con el vehículo, PCA-4248 (0.3 mg/Kg) o Nitrendipino <10
pglKg). alcanzando el valor control a los 30 minutos de la administración de PAF los tres últimos grupos
de tratamiento.
Tras la administración de PAF en los animales tratados con el vehículo y con ambas dosis de PCA-
4248, se observó a los 3 minutos un aumento de la FC, mientras que en el grupo de Nitrendipino la
taquicardia inducida por PAF no se observó hasta los 15 minutos de la administración de PAF, sin llegar
a alcanzar valores estadísticamente significativos <Figura 25>.
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Figura 23.- Efectos deIRCA-4248 y Nitrenclip/no sobre la reducción dala RAS inducida por el PAF
(0.66 pglKg. L y.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa la calda de RAS en mmHg.
En abcisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ±E.E.M. n = 6.
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Figura 24.- Efectos del PCA -4248 y Nitrendipino sobre/a reducción de le FAO inducida por el PAF
(0.66 pg/Kg, i. y.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa la calda da FAO en mm/-Ig.
En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E.E. M. n = 6.
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Figura 25.- Efectos del PCA -4248 y Nitrendipino sobre los cambios de la FC inducidos por el PAF
(0.66 p’g/Kg, i. y.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa el porcentaje de cambio
normalizado al valor 100%. En abcisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la inedia ±EE.M. n= 5.
2.2.2. REVERSION DE LA -IIPOTENSION INDUCIDA POR PAF.
Tras los resultados obtenidos en los experimentos de hipotensión inducida por PAF, se escogió la
dosis de 0.33 pg/Kg para los experimentos de reversión, puesto que esta dosis de PAF produjo una
disminución de la presión arterial semejante a la obtenida con la dosis de 0.66 pg/Kg y una reversión más
rápida y la dosis de 1 mg/Kg de PCA-4248 para los experimentos posteriores., ya que fue la dosis más
activa.
Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC correspondientes al grupo del solvente (PEG-400) y
PCA-4248 <1 mg/Kg) se muestran en la Tabla XXII. De nuevo, no hubo diferencias entre los valores
PAF 1
o. n PAF 0h55
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a
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basales de ambos grupos.
PAS.
<mmHg>
fiAD.
(mmHg)
RAM.
(mmHg>
F.C.
<1p.m.>
SOLVENTE 155±5.7 108±5.1 123±5.1 417±20.1
PCA-4248 149±4.6 94±2.8 112±2.9 406±8.3
Tabla XXII.- Valores basales de FAS., FAO., RAM. y F.C en los grupos experimentales en los
que se ana/izó la reversión de la hipotensión inducida por el PAF (0.33 pg/Kg, i. y.).
Med¡a ± E EM. n= 6. [pm. = latidos por míñuto.
Cuando la hipotensión inducida por PAF es máxima, la administración intravenosa de PCA-4248
revirtió la calda de la RAS de -72.3±4.0mniHg a -10.7-vS 6 nirnHg (pc0.01> y de la fiAD de -47.9±-2.6
mmHg a -12.5±6.9nimHg (pc0.01), alcanzándose el valor control de presión arterial a los 20 minutos
de la administración de PAF <Figuras 26 y 27>. El solvente (PEG-400) no modificó los parámetros antes
mencionados.
Sobre la FC, se observó una taquicardia tras la administración de PAF en el grupo tratado con PAF
sólo y con el solvente, mientras que el grupo tratado con PCA-4248 apenas modiñcó la FC (Figura 28>.
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F¿gura 26,- Reversión de la redacción de la RAS inducida por el PAF (0.33 pg/Kg, i,v.) en ratas
anestesiadas tras la administración del PCA -4248. En ordenadas se representa la calda de PAS en
mmHg. En abc/sas, el tiempo (minutos),
Cada punto representa la media ± EE.M. n = 6.
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F¿qura 27.- Reversión de la reducción de le PAD inducida por el PAF (0.33 pg/Kg, iv.) en ratas
anestesiadas tras la administración del PCA -4248. En ordenadas se representa fa calda de PAD en
mm/-lp. En abcisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E.EM. n= 6.
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Figura 28.- Reversión de los cambios de le FC inducidos por el PAF (0.33 pg/Kg, 1, y.) en ratas
anestesiadas tras la administración del PCA -4248. En ordenadas se representa el porcentaje de
cambio norma/izado al valor 100%. En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la ajedia -~- E.EM. n = 6.
2.3. MODELOS DE SHOCK.
2.3.1. PROTECCION DE LA HIPOTENSION INDUCIDA POR INMUNOAGREGADOS SOLUBLES DE lgG.
Se estudiaren los efectos de PCA-4248 (1 mglKg> y Nitrendipino (10 pglKg~ sobre la hipotensión
inducida tras La administración iv. de inmunoagregados de gO a la dosis de 9 mg/Kg en rata anestesiada,
Los valores basales de FAS, PAD, PAM y FC para cada uno de los grupos de tratamiento se muestran en
la Tabla XXIII, no existiendo diferencias estadísticamente significativas entre los valores basales para cada
uno de los grupos de tratamiento.
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RAS.
(mmHg)
P.A.D.
<mmHg)
P.A.M.
<mmHg>
F.C.
(1p.m.)
SOLVENTE 149±6.5 109±5.1 122±4.7 445±14.5
PCA-4248 138±4.6 103±5.5 114±5.1 454±11.8
NITRENDIPINO 144±3.3 105±2.8 118±2.7 385±7.4
Tabla XXIII.- Valores basales de RAS., RAD., RAM. y F.C. para cada uno de los grupos de
tratamiento.
Media ± E.EM. n~ 6. [pm. = latidos por minuto.
El posible efecto protector de PCA-4248 <1 mg/Ko) y Nitrendipino <10 pg/Kg> se estudió
administrando ambos 5 minutos antes de la infusión de los inmunoagregados de gO.
La administración previa del solvente o de PCA-4248 no produjo ningún cambio significativo sobre
la presión arterial <Tabla XXIV), mientras que el Nitrendipino produjouna disminución de la RAS <-9.2±4.2
rnmHg> y fiAD (-9.1 ±3.9mmHg) estadísticamente significativa con respecto al control y PCA-4248
<p <0.05) (Figuras 29 y 30>.
La administración intravenosa de inmunoagregados solubles de gO, a dosis de 9 mg/Kg, produjo
una calda máxima de la PASy fiAD da-72.5±6.6y-58.7±4.2mmhg, respectivamente a los 1-2 minutos
de su administración; a partir de este tiempo, el efecto hipotensor fue revirtiendo paulatinamente pero no
llegó a alcanzar el valor control después de 30 minutos de experimento (Tabla XXIV, Figuras 29 y 30). La
administración del solvente (PEG-400) a dosis de 0,1 ml/Kg, no produjo ningún efecto sobre la hipotensión
inducida por inmunoagregados de gO (Tabla XXIV).
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Omm 3min Emin iSmin 30m¡n
lgG 9 mglKg
F.C.
fiAS.
fiAD.
RAM.
100±0.1
+0.5±0.1
+0.5±0.2
+0.5±0.1
96.5±2.1
-72.5±6.6
-58.7±4.2
-63.3±4.9
93.9±3.5
-68.7±5.2
-53.7±2.3
-58.6±3.2
96.4±2.0
-30.0±6,1
-26.2±5.1
-27.4±5.2
100.0±0.2
-7 5+47
-5.0±3.6
-5.2±4.0
SOLVENTE
F.C.
PAS.
fiAD.
RAM.
99.8±1.4
+0.3±0.7
+0.6±0.8
+0.4±0.8
96.3±2.6
-74.2±6.2
-58.7±4.4
-62.7±4.4
98.0±3.4
-68.3±5.6
-54.2±3.0
-57.7±3.4
97.7±2.0
-32.1 ±5.8
-26.7±3.8
-28.8±5.1
100,8±2,7
-12.5±6.3
-7.5±4.3
-8.3±5.0
Tabla XXIV.- Efectos del Solvente sobre los cambios inducidos por inmunoagregados solubles de
lgG (9 mg/Kg) sobre la RAS, PAD, FAM (mmHg) y FC (expresado como porcentaje de cambio
normalizado al valor 100%).
Media ± E.EM. nrz 6.
El pretratamiento con Nitrendipino por vía intravenosa a dosis de 10 pg/Kg, redujo ligeramente la
hipotensión inducida por inmunoagregados de gO (-45.4±3.8mmHg para la FAS y -37.8±3.5mmHg
para la FAO> <p’zO.05) (Figuras 29 y 30>. PCA-4248, a la dosis del mg/Kg, produjo una mayor protección
frente a la hipotensión inducida por inmunoagregados de gO <-23.7 ±4.1mmHg para la PAS y -19.6±4.9
mmHg para la PAD), siendo estadísticamente significativa con respecto al control ya Nitrendipino (p.c 0.01
Y pcO.OS, respectivamente> (Figuras 29 y 30). Ademas, la reversión de la hipotensión inducida por
inmunoagregados solubles de gO fue más rápida en el grupo tratado con PCA-4248, alcanzándose el valor
control a los 15 minutos postadministración.
Sobre la FC, se observó una taquicardia a los 3 minutos dele administración de los inmunoagrega-
dos de gO en el grupo tratado con el PCA-4248, mientras que en los grupos tratados con el inmunoagre-
gado y Nitrendipino se observó una disminución de la FC <Figura 31>.
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F¡Vura 29.- Efectos del PCA -4248 y Nitrendipino sobre la reducción de la RAS inducida por
inmunoagregados solubles de /gG (9 mg/Mg, Lv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se
representa la calda de FAS en mml-Ig. En abcisas, el tiempo (minutos>.
Cada punto representa la n’¡edia ± E.E.M. n = 6.
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Figura 30.- Efectos del PCA -4248 y Nitrendipino sobre la reducción de la RAID inducida por
inmunoagregados solubles de lgG (9 mg/Kg, Lv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se
representa la calda de RAD en mni/-lg. En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media E.E.M. n = 6.
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Figura 31.- Efectos del PC’A -4248 y Nitrendúilno sobre los cambios de /a
inmunoagregados so/tibIes de /gG (9 mg/Kg. i. y.) en ratas anestesiadas.
representa el porcen taje de cambio normalizado al valor 100%. En abc/sas, el
Cada punto representa la media ± E,E.M, n = 6.
FC inducidos por
En ordenadas se
tiempo (minutos).
2.3.2. REVERSION DE LA IAIPOTENSION INDUCIDA POR INMUNOAGREGADOS SOLUBLES DE gO.
Los valores basales de RAS, fiAD, RAM y FC obtenidos en rata anestesiada correspondientes al
grupo del solvente (REO-400> y PCA-4248 para dosis de 9 mg/Kg de inmunoagregados solubles de gO
se muestran en la Tabla XXV. Puede verse que no existen diferencias estad<sticamente significativas entre
los valores basales para cada grupo de tratamiento.
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RAS.
(mmHg>
RAD.
<mmHgl
RAM.
(mmHg>
F.C.
(1p.m.)
SOLVENTE 149±6.5 109r5,1 122±4.7 445±14.5
RCA-4248 153±4.6 108z4.3 123±5.7 446±11.8
Tabla XXV.- Valores basales de FAS., PAD,, P.A.M. y FC. para cada uno de los grupos
experimentales en los que se analizó la reversión de la hipotensión inducida por inmunoagregados
solubles de /90(9 mg/Mg, Lv.).
Media E EM. n 6. l.p.m.= latidos por minuto.
Cuando se obtuvo la máxima caída de presión arterial inducida por inmunoagregados solubles de
gO <al cabo de 1-2 minutos>, la administración intravenosa de PCA-4248 (1 mg/Kg> revirtió la calda de
la RAS de -74.2±6.2mmHg a -23.7±4.5mmHg (p<0.0l> y de la fiAD de -58.7±4.4mmHg a
-20.0±3.4mmHg <pcC.O1) (Figuras 32 y 33>, recuperándose prácticamente el valor inicial de presión
arterial a los 15 minutos de la administración del inmunoagregado de lgG. PCA-4248 no modificó la FC
durante la reversión de la hipotensión <Figura 34> y el solvente <PEO-400> no modificó ninguno de los
parámetros hemodinámicos antes señalados.
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Figura 32.- Efectos del PCA -4248 sobre la reducción de la FAS inducida tras la administración de
inmunoagregados so/tibIes de IgG (9 mg/Mg, Lv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se
representa la calda de RAS en mm/-lg. En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E,E.M. n = 6.
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Figura 33.- Efectos del PCA -4248 sobre la reducción de la RAID inducida tras la administración de
inmunoagregados solubles de lgG (9 mg/Mg, i, y.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se
representa la calda de FAO en ,nmHg. En abcisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E. EM. n = 6.
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Figura 34.- Efectos del PCA -4248 sobre los cambios de/a FC inducidos tras la administración de
inmunoagregados solubles de lgG (9 mg/Kg. Lv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se
representa el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± 5 EM. n = 6.
2.3.3. SHOCK ENDOTOXICO INDUCIDO POR LIROPOLISACARIDOS DE Sa/monet/a typliosa.
Los valores basales de PASE PAD, RAM y FC correspondientes al grupo de ratas Sham o tratadas
con solvente <PEG-400> y PCA-4248 se muestran en la Tabla XXVI, no existiendo diferencias significativas
entr9 los valores basales de cada uno de los grupos de tratamiento.
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RAS.
(mmHg>
RAU.
<mrnHg)
P.A.M.
(mmHg>
F.C.
<1p.m.>
SI-IAM 119±4.6 74±2.1 89±1.3 403±18.1
SOLVENTE 135+39 81±2.5 103±3.9 415±15.6
RCA-4248 124±5,5 72±2,4 89±3.3 413±8.8
Tabla XXVI.- Valores basales de FAS, P.A.D., RAM, y F.C. en los grupos experimentales en /05
que se ana/izó la hipotensión Inducida por endotoxina de Salmonella typhosa (0.6 mg/Kg. Lv.).
Media -‘ E.E.M. n 6. 1p.m. = latidos por minuto,
La administración intravenosa de 0,5 mg/Kg de Lipopolisacáridos de .Salmonel/a typhosa produjo
una lenta disminución de la RAS y RAU, que alcanzó valores máximos a los 60 minutos de su
administración para la RAS <-22.5 ±3.7%)y la fiAD (-33.7±2,1%),siendo la caída dala RAU más acusada
que la de la FAS (Figuras 35 Y 36>. Este efecto hipotensor se acompañó de un aumento paralelo de la FC,
a partir de los 30 minutos de su administración, alcanzándose el máximo efecto a los 90 minutos
10,2 ±2,50/o>.A partir de este tiempo, el incremento de FC se mantuvo o disminuyó ligeramente <Figura
37>.
La administración de PCA-4248 <1 mglKg> a los 90 minutos de la administración del Lipopolisacári-
do (máxima hipotensión), produjo una recuperación significativa (pcO.OS> de los valores de RAS
<~4 5 _ 2 5%) y fiAD (-7.3±3.5%>,siendo este efecto más acusado y mantenido sobre la PA D y
estaclísticamente significativo con respecto al valor control (pc0.05) (Figuras 35 y 36>. Sobre el
incremento de FC inducido por el shock endotóxico. PCA-4248 produjo una ligera disminución
<-8 9 -% 1%. p>0.OS) de la FC al minuto de su administración. Sin embargo, después de 15 minutos, los
valores da FC eran semejantes a los obtenidos antes de la administración del fármaco <Figura 37).
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Figura 313.- Efectos del Solvente y PCA-4248 sobre la reducción de la RAS inducida por fos LBS
de Salmonella typhosa (0.5 mg/Kg, Lv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa el
porcentaje de cambio norma/izado al valor 100%. En abcisas, e/tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E.LM. n = 6.
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Figura 36.- Efectos del Solvente y PCA -4248 sobre la reducción de la FAO inducida por los LPS
de Sa/mofle//a typhosa (0.5 mg/Kg. iv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa el
porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abcisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la inedia ± E.E.M. n = 6.
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F¡gu<a 37.- Efectos del Solvente y PCA -4248 sobre los cambios de la FC producidos tras la
administración de los ¿PS de Sa/monella typhosa (G5 mg/Kg. Lv.> en ratas anestesiadas. En
ordenadas se representa e/porcentaje de cambio norma/izado al valor 100%. En abcisas, el tiempo
(minutos).
Cada punto representa fa n7edia ± E. F.M. n = 6.
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2.3.4. SHOCK INDUCIDO POR ISQUEMIA-REPERFUSION INTESTINAL TRAS OCLUSION DE LA ARTERIA
ESRLECNICA (SHOCK SAO).
Los valores basales de PAS, fiAD, PAM y FC correspondientes al grupo Sham, al grupo tratado con
solvente <REG-400) y RCA-4248 se muestran en la Tabla XXVII, observándose que no hubo diferencias
significativas entre los valores basales de cada uno de los grupos de tratamiento.
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FAS.
<mmhg>
fiAD.
(mml-lg>
RAM.
<mmHg>
FC,
(1p.m.>
SHAM 127±-2.3 79±4.6 95±3.6 405±1.7
SOLVENTE 135±9.4 80±6.9 99±7.3 410±15.0
PCA-4248 129±9,9 79±9.3 96±9.5 398±10.7
Tabla XXVII.- Valores basales de FAS., F,A,D,, P,A.M. y FC. en los distintos grupos
experimentales en los que se estudió el sloc/< inducido por oclusión de la arteria esplécnica
(S/-IOCK SA O) en rata anestesiada.
Media ± E.E.M. n = 6. [pan. = latidos por minuto.
La oclusión durante 45 minutos de la arteria esplécnica y mesentérica inferior en ratas que hablan
recibido 5 minutos antes vehículo (PEG-400, 0.1 ml/Kg>, produjo un aumento inicial de la RAS y PAD
-t- 23.4±4.5%y + 34.9 + 8 4% respectivamente. p.c 0.05), quefuedisminuyendo paulatinamentedurante
los 45 minutos de oclusión de ambas arterias hasta alcanzar al cabo de 40 minutos los valores control. La
FC disminuyó deforma progresiva a lo largo del tiempo de oclusión, siendo esta reducción del 15.8±4.1%
al cabo de 40 minutos. Después de 45 minutos, se retiró el clamp <reperfusión> y se observó una lenta y
progresiva calda de los valores de presión arterial que condujo a la muerte del animal a partir de los 100
minutos do la oclusión. Este efecto hipotensor se acompañé de un aumento de la FC<+22.8±11,1%> que
se mantuvo hasta la muerte del animal (Figuras 38-40). Estos efectos fueron iguales a los obtenidos sin
la administración del solvente.
La administración intravenosa de PCA-4248 (1 mg/Kg) 5 minutos antes de la oclusión, redujo
ligeramente la elevación de la fiAD y la disminución de la FC, pero no modificó los cambios inducidos por
la isquemia sobre la RAS. Después de la reperfusión, las ratas pretratadas con PCA-4248 presentaron una
menor calda de los valores de RAS y FAO a todos los tiempos de registro <Figuras 38 y 39>, prolongándose
el tiempo de supervivencia <pcO.03> (Tabla XXVJII) de tal forma que los animales fallecieron a partir de
los 140 minutos postoclusión. Sin embargo, no se modificó el aumento de la FC, que se mantuvo hasta
la muerte del animar (Figura 40>.
Con respecto al tiempo medio de supervivencia, el grupo Sham sobrevivió durante todo el período
de observación (240 minutos> <Tabla XXVIII>; por el contrario, en el grupo tratado con el vehfculo se
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observó que la mortalidad en los animales ocurrió a los 110±8.5minutos y el grupo tratado con PCA-
4248 tras 155±6.7minutos <pcO.03) (Tabla XXVIII).
TIEMPO POSTOCLUSION
1 HORA 2HORAS 3HORAS 4HORAS
SHAM 616 6/6 6/6 6/6
SOLVENTE 6/6 4/6 0/6 0/6
RCA-4248 6/6 6/6* 4/6~ 0/6
Tabla XXVIII.- Efectos de/Solvente vPCA -4248 sobre el índice de mortalidad en ratas anestesiadas
tras oclusión de la arteria esplécnica (SAO).
p c 0.03 referido al solvente.
-130 -
Resultados
Figura 38.- Efectos del Solvente y PCA -4248 sobre la reducción de la PAS en el modelo de shoc/<
inducido por oclusión de la arteria espfécnica en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa
el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E.E.M. n = 6.
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Figura 3.9.-Efectos del Solvente y PCA -4248 sobre la reducción de la FAO en e/modelo de shock
inducido por oclusión de la arteria esplécnica en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa
el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abc/sas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E.E.M. n= 6.
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Figura 40.- Efectos del Solvente y PCA -4248 sobre los cambios de la FC en el modelo de sbocl<
inducido por oclusión de la arteria esplécnica en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa
el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abcisas, el tiempo (minutos).
Cada punto representa la media ± E E. M. n = 6.
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Discusión
En esta Tesis Doctoral hemos analizado los efectos de un nuevo derivado dihidropiridínico, el PCA-
4248, sintetizado por los Laboratorios Alter S.A., en diversas preparaciones cardiovasculares aisladas, en
ratas normotensas e hipertensas anestesiadas y en tres modelos experimentales de shock. Nuestros
resultados indican que esta DHP, a diferencia de Nifedipino y Nitrendipino, carece de acciones depresoras
cardíacas, lo que indica que carece de propiedades bloqueantes de los canales de Ca2”. Sin embargo, a
dosis altas <> 107M> el PCA-4248 parece ejercer acciones bloqueantes de los canales de Ca2~ en
preparaciones vasculares aisladas. Finalmente, nuestros hallazgos sugieren que las acciones cardiovascula-
res del RCA-4248 estarían relacionadas con su capacidad para antagonizar las acciones del PAF.
1. ESTUDIOS REALIZADOS IN VITRO.
1.1. EFECTOS EN PREPARACIONES AISLADAS.
En primer lugar hemos analizado los efectos del PCA-4248 en diversas preparaciones
cardiovasculares, observando que:
1) Inhibe las contracciones inducidas por el KCI (35 mM) en la aorta de conejo y en la arteria
coronaria de cerdo, aunque su potencia es 2-3 órdenes de magnitud inferior a la de otros bloqueantes de
los canales de Ca2~ de la familia de las DHPs, como Nifedipino y Nitrendipino. Estas contracciones son
debidas exclusivamente a la entrada de Ca2~ a través de los canales tipo-L, ya que desaparecen en un
medio sin Ca2” y se bloquean por bloqueantes de los canales de Ca2~ <Cauvin y cols, 1983; Godfraind y
cols, 1986>. Ror tanto, a concentraciones > 1 0’M, el PCA-4248 parece ejercer una cierta actividad
bloqueante de los canales de Ca2’ en preparaciones vasculares aisladas. Más aún, al igual que se ha
descrito con otros bloqueantes de los canales de Ca2~, el PCA-4248 mostraba una mayor acción inhibidora
frente a las contracciones inducidas en las arterias coronarias que en la aorta. Esta mayor selectividad ha
sido atribuida <Janis y cols, 1987; Tamargo y cols, 1996> a diferencias en: a) las características
fisicoquímicas <liposolubilidad. coeficiente de partición de la membrana vascular, grado de ionización>, b)
el origen del Ca2~ <en nuestro caso esta explicación no es válida ya que en ambas arterias la contracción
depende de la entrada de Ca2~ extracelular>, c> la distribución y características (isoformas) de los canales
tipo-L en los distintos territorios vasculares y, muy en particular, d) en el hivel de potencial de membrana.
ya que a mayor despolarización mayor predominio del estado inactivo del canal, que es por el que mayor
afinidad presentan los bloqueantes de los canales de Ca2” (Janis y cols, 1987; Triggle, 1991 a y ti).
2~ Inhibe las respuestas contráctiles registradas en aurículas derechas espontáneas y en aurículas
izquierdas de cobaya estimuladas a la frecuencia basal de 3Hz, Sin embargo, el efecto inotrópico negativo
del PCA-4248 no se acompañaba de cambios significativos en la frecuencia sinusal, mientras que el
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Nitrendipino a concentraciones > 1 0’M producía una depresión significativa de este parámetro ya 1 06M
aparecían bloqueos sinusales en un 50% de las preparaciones. Estos resultados indicaban que el PCA-4248
se comporta a nivel cardíaco deforma distinta a otras DHPs bloqueantes de la entrada de Ca2h El hallazgo
de que la respuesta contráctil podía revertirse al aumentar la [Ca2t en el medio o al adicionar Isoproterenol
al mismo <fármaco que aumenta la entrada de Ca2 a través de canales tipo-U, sugiere que el aumento de
la (Ca2~1
1 secundario a la entrada de Ca
2~ revierte las acciones inotrópicas negativas del PCA-4248.
Por el contrario, el PCA-4248 no inhibe: a) las contracciones inducidas por la Noradrenalina en
aortas aisladas de conejo, lo que confirmaba que carecía de propiedades bloqueantes de Los receptores a-
adrenérgicos. Más aún, dado que la fase rápida de estas contracciones es debida a la liberación de Ca24
desde depósitos intracelulares y la fase tónica a la entrada de Ca2~ a través de canales activados por el
agonista insensibles a DHRs, podemos concluir que el PCA-4248 no inhibe ambos procesos en esta
preparación. b) La respuesta cronotrópica e inotrópica positiva inducida por el Isoproterenol en aurículas
aisladas de cobaya, lo que indicaba que carecía de propiedades bloqueantes de los receptores 11-
adrenérgicos.
En un intento de conocer si el PCA-4248 presentaba propiedades bloqueantes de los canales de
2+, en otro grupo de experimentos, se estudió su capacidad para desplazar la fijación del [3HI-
Nitrendipino en íleon aislado y en corazón aislado de cobaya. En nuestras condiciones experimentales, el
PCA-4248 sólo a concentraciones > 10’M inhibía la unión del radioligando a su receptor en las células
musculares lisas y cardíacas, siendo su potencia 2-3 veces inferior a la del Nitrendipino. Este hallazgo
confirma los resultados obtenidos en preparaciones vasculares aisladas en esta Tesis Doctoral y nos
permite concluir que a concentraciones c 107M el PCA-4248 no presenta propiedades bloqueantes de
los canales de Ca2”.
En corazones aislados y perfundidos de rata, el PCA-4248 (c 1 02M> producía una depresión de
la contractilidad concentración-dependiente que alcanzaba valores estables al cabo de 30 minutos. Sin
embargo, este efecto era significativamente menos marcado que el producido al mismo rango de
concentraciones por el Nitrendipino. Cuando se analizaban los efectos de ambos fármacos sobre los
parámetros que definen la velocidad de conducción intracardiaca, pudimos comprobar que ninguno de los
compuestos modificaban la conducción intraauricular <intervalo St-A) o intraventricular (intervalos H-Q y
Q-V). Dado que la velocidad de conducción en ambos tejidos depende de la activación de la corriente rápida
de entrada de Na (1Na)’ este hallazgo concuerda con la demostración de que el PCA-4248 no modificaba
la amplitud o la Vmox de los potenciales de acción registrados en fibras musculares ventriculares de cobaya,
confirmando que no inhibe la No’ Sin embargo, el Nitrendipino prolongaba la conducción a través del nodo
A-y <prolonga el intervalo A-H), una estructura en la que la fase O del potencial de acción es debida a la
activación de los canales tipo-L de Ca2~. El hallazgo de que el PCA-4248 no modificaba el intervalo A-H
podría tener dos posibles explicaciones: a) que el fármaco carece de efectos bloqueantes de los canales
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de Ca2~ tipo L ó b) que este fármaco es dos órdenes de magnitud menos potente que Nifedipino y
Nitrendipino para inhibir la entrada de Ca2~ a través de dichos canales, por Lo que su acción sólo podría
observarse a concentraciones superiores a las ensayadas. En este último caso, el posible interés
farmacológico de su acción bloqueante de los canales de Ca2~ sería mínimo.
Otro hallázgo que ayala esta conclusión es que el RCA-4248 no modifica la captación de 45Ca2~
en aurículas de cobaya incubadas en un medio que contiene 1.8 <normal> ó 3.5 mM de Ca2~ y estimuladas
a la frecuencia de 1 Hz. Sólo en aurículas en las que la captación de 45Ca2~ ha sido estimulada de forma
marcada <3.5 mM Ca2~, frecuencia de estimulación 3 Hz> el PCA-4248 inhibe este parámetro. Por tanto,
de nuevo concluimos que el papel bloqueante de los canales del Ca2* no parece ser el responsable de las
acciones cardiacas del fármaco.
1.2. ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS.
En un primer grupo de experimentos, estudiamos los efectos del PCA-4248 sobre los potenciales
de acción registrados en fibras musculares ventriculares de cobaya estimuladas a la frecuencia basal de
1 Hz. El RCA-4248 no modificaba, a ninguna de las concentraciones ensayadas
1 las características de la
fase O del potencial de acción <amplitud, Vmac) o el potencial de reposo; ello indica que el PCA-4248 no
modificaba, respectivamente, ni la No’ ni la corriente de salida de l<~ que presenta rectificación interna (
1K1>
Tampoco hemos observado cambios en la duración del tiempo da recuperación de la V
0,,»~, un indice de la
reactivación de la l~. El RCA-4248 no modificaba la duración del potencial de acción <DRA> medida tanto
al 50% como al 90% de repolarización, el periodo refractario efectivo (PRE> o el cociente PRE/DPA. Esta
falta de efectos sobre la DRA podría deberse a que este fármaco ejerce efectos contrapuestos sobre las
corrientes ónices de entrada (de Na~ o de Ca2~> y de salida de K + que regula la repolarización ventricular.Sin embargo, esta hipótesis deberá ser confirmada en estudios directos de estas corrientes iónicas en
miocitos cardíacos utilizando la técnica del parche de membrana.
Con el fin de conocer si el PCA-4248 modifica la corriente lenta de entrada de Ca2~ a través de
los canales tipo-L de las células cardiacas <ICOL>, analizamos sus efectos en músculos papilares perfundidos
conTyrodehiperpotásico(27 mM Kl. Ellodespolarizaba elpotencialde membrana hasta-43.8 ± 1.7 mv,
lo que inactivaba la No y hacia inexcitables las fibras ventriculares. En estas condiciones, el Isoproterenol
es capaz de inducir la aparición de potenciales de acción Ca2”-dependientes, cuando las fibras se
estimulaban a la frecuencia basal de 0.12 Hz. El RCA-4248 no modificaba ninguno de los parámetros que
definen las características de los potenciales de acción lentos cardíacos, lo que de nuevo nos permite
afirmar que el fármaco carece de propiedades bloqueantes de los canales de Ca2~ a frecuencias cardíacas
lentas. Estos resultados nos permiten además explicar por qué el PCA-4248 no modificaba la captación
de 45Ca’~ en aurículas de cobaya estimuladas a 1 Hz. Además, el hecho de que el PCA-4248 no inhiba los
potenciales de acción lentos inducidos por el Isoproterenol nos confirma que carece de propiedades
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bloqueantes de los receptores 3-adrenérgicos cardiacos.
Para confirmar estos resultados, realizamos otros dos diseños experimentales. En primer lugar se
indujeron potenciales de acción lentos con otros fármacos que aumentan la entrada de Ca’~ a través de
canales tipo-L <histamina) o que bloquean de forma selectiva la salida de K” a través de la membrana
cardiaca (tetraetilamonio>. En ambas situaciones, pudimos demostrar que el RCA-4248 tampoco modificaba
estos potenciales de acción lentos. En una segunda aproximación se generaron potenciales lentos con
Isoproterenol y comprobamos que éstos podían suprimirse con Verapamilo <5x1 O’6M) o en presencia de
una solución de Tyrode que contenía 0.45 mM Ca2t
1.2.1 - EFECTOSDEL PCA-4248SOBRELOSCAMBIOSELECTROFISIOLOGICOS INDUCIDOS POR ELPAF
EN FIBRAS MUSCULARES VENTRICULARES.
Estudios previos han demostrado que el RCA-4248, a pesar de ser una DHP, presenta como
principal efecto farmacológico una actividad antagonista del receptor del PAF <Sunkel y cok, 1990). Este
compuesto inhibe de forma concentración-dependiente la agregación plaquetaria y la liberación de ATP y
serotonina inducidas por el PAF en plaquetas de conejo, sin modificar la agregación plaquetaria inducida
por otros agonistas como ADR, trombina, colágena o ácido araquidónico <Sunkel y cols, 1990>, lo que
indica que el PCA-4245 actúa específicamente bloqueando los efectos del PAF. También bloquea de forma
concentración-dependiente la agregación de plaquetas humanas <Ortega y cols, 1990) y, en estudios de
desplazamiento de la unión de [31-]l-PAFa su receptor en plaquetas de conejo y humanas, el PCA-4248
bloquea de manera concentración-dependiente la unión del PAF a su receptor con una K~ en el rango
nanomolar, similar al de otros antagonistas del receptor del PAF (Hwang, 1990).
A nivel cardíaco, el RAF-acéter no modifica la amplitud o la Vmox del potencial de acción, ni el
potencial de reposo ventricvlar, pero si acorte la duración del potencial de acción medido tanto al 50%
como al 90% de repolarización (Camussi y cols, 1 984a; Levi y cols, 1984; Tamargo y cols, 1985;
Robertson y cols, 1988>. Nosotros hemos comprobado la actividad PAF-antagonista del FCA-4242, a nivel
cardiaco, donde el RCA-4248 (108M> revirtió el acortamiento en la duración del potencial de acción
inducido por el PAF. Ruesto que a esta concentración el PCA-4248 carece de efectos típicos bloqueantes
de los canales de Ca2t este resultado parece confirmar su actividad antagonista del receptor del PAF.
9
-j
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2. ESTUDIOS REALIZADOS IN VIVO.
Los resultados obtenidos en los modelos experimentales en animal entero utilizados en esta Tesis
confirman los resultados descritos en el apartado anterior. El PCA-4248, administrado por vía intravenosa
a ratas normotensas, no presentó ningún efecto sobre la RAS. la PAD o la frecuencia cardíaca; por el
contrario, en ratas espontáneamente hipertensas (SHR)J el PCA-4248 produjo una ligera, aunque significati-
va disminución deis presión arterial y una reducción no significativa de la frecuencia cardiaca. Nitrendipino
en ambos modelos (ratas normotensas y SHR) produjo una marcada disminución de la presión arterial y
frecuencia cardiaca de forma dosis-dependiente, siendo este efecto también más acusado en las SHR, De
nuevo se demuestra en ambos modelos que los efectos hemodinámicos del PCA-4248 son mínimos y bien
distintos de los descritos con la mayoría de las DHRs bloqueantes de los canales de Ca2~, lo que de nuevo
sugiere que no presenta la actividad típica de los bloqueantes de los canales de Ca2”. La mayor efectividad
del Nitrendipino en SHR podría deberse a: a> que el potencial de membrana de las células vasculares de
las SHR es menos negativo que el registrado en ratas normotensas <Mackay y Cheung, 1 988) por lo que
predomina el estado 1 del canal tipo-L, que es por el que mayor afinidad presentan las DHPs (Bean y cols,
1984), b) en las células musculares lisas vasculares de las SHR aumenta la concentración de Ca2” libre
citosólico, como consecuencia de un aumento en la densidad y en el tiempo de apertura de los canales de
Ca2 tipo-L (Oodfraind y cols, 1991)
La administración iv. de PAF producía una rápida y marcada reducción de la PAS y de la fiAD, que
se acompañaba de un aumento de la frecuencia cardíaca. En esta Tesis Doctoral, el efecto PAF-antagonista
del PCA-4248 ha sido analizado en ratas anestesiadas. Cuando se administraba 5 minutos antes de la
infusión del PAF, el PCA-4248 redujo de forma dosis-dependiente la hipotensión sistémíca inducida por
el RAF (estudios de protección> y revirtió de forma muy rápida la respuesta hípotensora del PAF (estudios
de reversión). Resultados semejantes han sido descritos con diferentes antagonistas específicos del
receptor del RAF, tales como el BN 52021 <Sánchez Crespo y cola, 1985; Baranes y cols, 1 986), el
L-652,731 <Doebber y cola, 1986) y el CV-6209 (Yamanaka y cols, 1992>. Dado que el efecto hipotensor
del PAF está mediado, principalmente, a través de la unión a receptores específicos, nuestros resultados
sugieren que el efecto de protección y de reversión del PCA-4248 de la hipotensión inducida por PAF
podrían ser la consecuencia del bloqueo de dichos receptores. Nuestros resultados, sin embargo, no
permiten descartar un efecto del RCA-4248 sobre la tranaducción de la señal celular.
El efecto hipotensor del PAF fue más acusado sobre la PAS que sobre la PAD, lo que puede ser
atribuido a un mayor efecto deletéreo directo del PAF sobre la función cardiaca (Deavers y cols, 1991).
En preparaciones cardiacas aisladas, el PAF produce una disminución de la fuerza contráctil miocérdica de
diferentes especies animales (Camussi y coIs, 1983; Tamargo y cols, 1985.; González-Morales, 1987;
Taniargo y González-Morales, 1990: Diez y cola, 1 990>, deprime la conducción A-y <Levi y cola, 1984;
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González-Morales, 1987> y disminuye el flujo coronario al aumentar las resistencias coronarias (Levi y cois,
1984; Tamargo y González-Morales, 1990). A la reducción de la PAD contribuyen la vasodilatación
periférica y el aumento de la permeabilidad vascular inducidos por el PAF; ello da lugar a la disminución
del volumen sanguíneo y, por consiguiente, a la reducción del retorno venoso y de la precarga (Sánchez
Crespo y cols, 1982). Además, el PAF aumenta la liberación de mediadores endógenos y sustancias
vasoactivas tales como TXA2, serotonina, PGs y LTs, que también aumentan la permeabilidad vascular
<Feuerstein y Goldstein, 1987>. Por tanto, la hipotensión sistémica inducida por el PAF podría ser debida
a la combinación de sus acciones cardiacas y vasculares directas <Deavers y cois, 1991~, así como a la
liberación da mediadores endógenos. El aumento de la frecuencia cardíaca, sin embargo, parece deberse
a la activación refleja de mecanismos compensatorios en respuesta a su marcado efecto hipotensor.
El Nitrendipino también mostró un efecto protector sobre la hipotensión inducida por el PAF,
aunque mucho menos acusado que el obtenido por el PCA-4248. Algunos bloqueantes de los canales del
Ca
2” bloquean los receptores del PAF, antagonizando sus efectos sobre la agregación plaquetaria (Coeffier
y cols, 1983> y la contracción del músculo liso vascular (Carnussi y cols, 1983), a la vez que en estudios
de fUación de radioligandos desplazan al 13H]-PAF de sus puntos de unión (Tuffin y Wide, 1 985; Valone,
1987>; por ello, este tipo de compuestos fueron incLuidos en la larga lista de antagonistas del receptor del
PAF (Braquet y cols, 1987>. El efecto PAF-antagonista de los fármacos bloqueantes de los canales de Ca2”
ha sido explicado por:
Un antagonismo, competitivo o no competitivo, sobre el receptor del PAF en el tejido
vascular y cardiaco o por su posible unión a algún sitio del receptor asociado al canal de
Ca2~ iWade y cols, 1986; Valona, 1987; Alloatti y cols, 1987), y que produciría una
alteración conformacional del receptor del PAF.
Un efecto alostérico sobre el receptor del PAF, de tal modo que modificaría la unión del
PAF a su receptor y, por consiguiente, su respuesta biológica (Winslow, 1987>.
Su actividad inhibitoria sobre el aumento de la [Ca24]
1inducido por el PAF, que es necesario
para que el PAF pueda desencadenar sus efectos biológicos (Avdonin y cols, 1988>.
Puesto que el PCA-4248 a dosis altas parece presentar un ligero efecto bloqueante de los canales
de Ca
2”, su efecto inhibidor sobre la respuesta hipotensora inducida por el PAF seria la resultante de su
actividad específica como antagonista del receptor del PAF, aunque no se puede descartar que, a dosis
2+
elevadas, sus efectos podrían deberse, en parte, a su acción bloqueante de los canales de Ca
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3. MODELOS DE SHOCK.
Los resultados obtenidos con el PCA-4248 en los estudios realizados in vitro e in vivo demuestran
que es un compuesto con actividad dual <PAF-antagonista y bloqueante de los canales de Ca2i, y dado
que el PAF parece participar en la fisiopatología del shock <Terashita y cols, 1985; Doebber y cols, 1 986;
Wallace y cols, 1987; Chang y cols, 1 987; López Diez y cols, 1989; Mózes y cols, 19913, nuestro trabajo
se centró en estudiar el posible efecto beneficioso del PCA-4248 en tres modelos de shock:
3.1. Shock inducido por inmunoagregados solubles de gO.
3.2. Shock endotóxico inducido por LPS de Sa/mona/la typhose.
3.3. Shock inducido por isquemia-reperfusión intestinal <Shock SAO).
Mientras que el primer modelo de shock es PAF-dependiente, en la etiopatogenia de los otros dos
modeLos de shock no solamente está implicado el PAF, sino también otros mediadores inflamatorios, así
como mecanismos de amplificación, de protección o downregulación y de la activación de la respuesta
o ‘priming” que modulan la respuesta de los mediadores endógenos que intervienen en el cuadro de shock
(Sanchez-Crespo y cols, 1985; Sanchez-Crespo y Fernandez Gallardo, 1991; Zimmerman y Ringer, 1992;
Koltal y cols, 1993; Koltai y cols, 1994).
11. SHOCK INDUCIDO POR INMUNOAGREGADOS SOLUBLES DE lgG.
La administración intravenosa de inmunoagregados solubles de gO en ratas anestesiadas produjo
una importante caída de la RAS y de la PAD, muy similar a la obtenida tras la infusión de PAF, que se
recu~araba paulatinamente en los siguientes 30 minutos. Esta respuesta se acompañaba de una
extravasación de plasma rico en proteínas e infiltración leucocitaria, que son la consecuencia de la
activación de diferentes tipos celulares, de la activación del sistema del complemento y de la liberación de
mediadores endógenos, tales como eicosanoides, PAF, IL-1 y anafilotoxinas (Sánchez Crespo y cois,
1 988X. La estimulación de la liberación de PAF por los inmunoagregados solubles de gO ocurre de forma
tiempo- y dosis-dependiente en órganos ricos en leucocitos mononucleares, hígado y bazo de conejo y
ratón. <Camussi y co[s, 1982; Iñarrea y cols, 1 984b; Doebber y cols, 1986)~ Dicha liberación de PAF ocurre
también en las reacciones anafilácticas <Pinckard y cols, 1277), en la enfermedad del suero del conejo
<Camussi y cols, 1982> y en la sepais por gérmenes gram negativos <Iñarrea y cols, 1 985; Handley y cola,
1986)- La administración de antagonistas específicos del receptor del PAF tales como el BN 52021
(Sánohez Crespo y cola, 1985), el L-652,731 <Doebber y cols, 1986) -y el SRI-63072 <Handley y cols,
1986> han demostrado un efecto beneficioso en este modelo de shock experimental, la que confirma la
impli~ación del PAF en su etiopatogenia.-
o
y
Y
g
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Al igual que ocurrió en las curvas de hipotensión inducida por PAF exógeno, el efecto hipotensor
de los inmunoagregados solubles de gO fue más acusado sobre la RAS que sobre la RAD, probablemente
debido a la acción directa del PAF endógeno sobre la función cardiaca; sin embargo, este efecto hipotensor
observado tras la administración de los inmunoagregados fue más duradero que el obtenido con el PAF
exógeno (Sánchez Crespo y cols, 1985; 1988). Además, cuando se comparan las curvas del efecto
hipotensor obtenido por la administración exógena de PAF y la obtenida por gO, se observa que con <os
gO se requieren unos 2-3 minutos para alcanzar el efecto máximo, mientras que cuando se infunde PAF
sintético, la respuesta es inmediata, probablemente debido a que tras la estimulación con gO se precisa
de un tiempo para que se genere el mediador secundario y, en consecuencia, se produzca la respuesta
biológica <Sánchez Crespo y cola, 1988; Fernández-Gallardo y cols, 1990); Lo podría explicar también la
mayor duración de la hipotensión sistémica inducida por los gO.
El pretratamiento por 5 minutos con RCA-4248 reducía la hipotensión inducida por los
inmunoagregados solubles de gO <estudios de protección); igualmente, cuando se administraba, una vez
que l~ acción hipotensora de los inmunoagregados había alcanzado su efecto máximo, aceleraba de forma
clara la recuperación de los niveles basales tensionales (estudios de reversión). Puesto que ha sido descrito
que qn este tipo de shock experimental el PAF es el principal mediador liberado y que muchos de los
efectos biológicos encontrados tras la administración de los inmunoagregados de gO, tales como la
hipotansión, la extravasación plasmática ó la hiperfibrinolisis están mediados vía generación de PAF
<Sánchez Crespo y cols, 1 985; Doebber y cols, 1986; Fernández-Gallardo y cols. 1 988>, el efecto protector
del P~A-4248 podría ser atribuido a su actividad antagonista del receptor del PAF. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Fernández-Gallardo y cols <1990) y apoyan la teoría de que el PAF
generado endógenamente participa en la mediación de la respuesta inducida por otros agentes con
potencial patogénico, como los gO y endotoxinas bacterianas.
El Nitrendipino, al igual que en la hipotensión inducida por PAF, también produjo un ligero efecto
protector de la hipotensión inducida por los inmunoagregados solubles de gO. Dicho efecto podría ser
2+
expliqado por la actividad PAF-antagonista que presentan los bloqueantes de los canales de Ca
Dado que el PCA-4248 también presenta a altas dosis una cierta actividad bloqueante de los
canales de Ca2~, el efecto protector y de reversión producido por este compuesto en este modelo de shock
experimental podría ser el resultado de la combinación de su actividad PAF-antagonista junto con su
actividad bloqueante de los canales de Ca2~. De este modo, actuaría directamente sobre el receptor del
PAF, podría inhibir su liberación y la de otros mediadores endógenos que cooperarían en la hipotensión y
extravasación plasmática y, además, podría reducir la [Ca2~1evitando que se desencadene la respuesta
biológica mediada por el PAF.
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3.2. SHOCK ENDOTOXICO INDUCIDO POR LPS DE SALMONELLA TYPHOSA.
La sepsis bacteriana es una de las principales causas de shock <Thiemerman, 1994>. El shock
endotóxico se caracteriza por fiebre, hipotensión, hiporreactividad a agentes vasoconstrictores endógenos
y exógenos, disfunción miocárdica, permeabilidad vascular, alteraciones en la distribución del flujo
sanguíneo y en la extracción del oxigeno celular. Todos estos factores conllevan al fallo orgánico múltiple
y a la muerte celular (Rarke y cols, 1987>.
Los lipopolisacáridos bacterianos <LPS) son un potente estimulo inflamatorio para el huésped e
inducen la liberación de mediadores humorales y celulares, tales como el PAF, TNF«, IL-1 eicosanoides,
sistema del complemento y opioides, que son los responsables de las alteraciones en las funciones
celulares, metabólicas y fisiológicas y de los mecanismos que componen el cuadro clínico del shock
endotóxico (Zimmerman y Ringar, 1992>. La gravedad del shock depende de la vía de administración, de
la dosis utilizada y de la especie animal (Koltai y cols, 1993). Las endotoxinas de E. coli y 5. typhosa y
enteriditis son las más comunmente utilizadas en este modelo de shock y, aunque las dosis utilizadas y
los efectos obtenidos con ambos tipos de endotoxinas son muy similares, la de E, coli es la más rápida y
potente, ya que su efecto hipotensor aparece a los 5-10 minutos de su infusión, mientras que la
endotoxina de 5. typhosa produce su hipotensión máxima a los 60-90 minutos de su administración
<Terashita y cola, 1985; Li y cols, 1991; Siegfried y cols, 1992; Hogaboam y cols, 1992; Squadrito y cols,
1992; Hom y cols, 1995).
La administración intravenosa de los LPS de 5. typhosa produjo una paulatina disminución de la
RAS y de la RAD, que alcanzó su efecto máximo a los 60 minutos de su infusión. Este efecto hipotensor
fue más acusado sobre la PAD que sobre la RAS, al contrario que lo que ocurría en las curvas de PAF y
en el shock inducido por los inmunoagregados solubles de lgG y se acompañaba de un aumento en la
frecuencia cardiaca. Este hecho podría ser atribuido a una importante vasodilatación periférica y aun
acusado aumento de la permeabilidad inducidos no solamente por el PAF, sino por la liberación de otros
mediadores endógenos tales como TNF«, IL-1 y eicosanoides que contribuirían a la disminución del volumen
sanguíneo y, por tanto, a la reducción del retorno venoso (Sánchez Crespo y cols, 1991).
Nuestros resultados demuestran que el PCA-4248, administrado intravenosamente en el momento
de máxima hipotensión, revierte de forma inmediata los cambios hemodinámicos inducidos por la
endotoxina. Además, reducía el aumento de la frecuencia cardiaca producido por los LPS. El efecto
beneficioso del PCA-4248 en este modelo de shock podría ser debido a:
a) Su actividad antagonista del receptor del PAF. Se ha demostrado que la hipotensión
sistémica y la extravasación plasmática producidas tras la administración de los LPS
bacterianos está mediada, al menos en parte, a través de un aumento de la síntesis y
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liberación de PAF <Doebber y cols, 1 985; Etienne y cola, 1986; Chang y cols, 1987;
Han4ley y cola, 1988; López Diez y cols, 1989>. que se acompaña de una disminución del
volumen minuto, de las resistencias vasculares sistémicas y de la perfusión tisular y de
leucqpenia, trombocitopenia e hipoglucemia (Mózes y cola, 1991>; de hecho, estas
manifestaciones coinciden con el nivel máximo de liberación del PAF, que se alcanza a los
30-45 minutos de la infusión de los LPS <Klosterhalfen y cols, 1 992). Puesto que el PCA-
4248 inhibe la extravasación plasmática inducida por los LPS de E. coli <Fernández-Gallardo
y cols, 1990) y revierte casi por completo la hipotensión sistémica inducida por los LPS de
5. typhosa, y ambos efectos son debidos a la liberación de PAF, parece probable que su
efecto beneficioso, en el shock endotóxico, sea la consecuencia de su actividad
antagonista del receptor del PAF. Efectos similares han sido observados con otros
anta9onistas específicos del PAF, tales como la Kadsurenona, el BN 52021 y el BN 52731
(Doebber y cola, 1985; Rabinovici y cols, 1990; Mózes y cols, 1991>.
b) El TNFq es también un importante mediador del shock endotóxico. Esta citocina es
secretada por los macrófagos activados por la endotoxina u otros agentes como el PAF y
los LTs <Mathison y cols, 1988; Sun y Hsueh, 1988; Huber y cols, 1988>. La infusión de
TNFQ humano recombinante reproduce los efectos deletéreos de la endotoxina (Tracey y
cols, 1986) y, además, se han encontrado niveles plasmáticos elevados de TNFJ en
pacientes con shock séptico, que se correlacionan con la gravedad de la enfermedad
<Cannon y cola, 1990>. El TNFa también estimule la liberación de otros mediadores del
shock endotóxico <PAF, IL-1 y POs> y aumenta la adherencia de los PMNs activados por
los ~PSal endotelio vascular, aumentando la producción de radicales libres derivados del
oxigeno que dañarían la célula endotelial a través de la desnaturalización de proteínas, la
peroxidación lipídica y la degradación de la matriz intersticial, lo que facilita el paso de
sustancias a través de las células endoteliales y contribuye al estado de shock <Herbert y
cols, 1991; Siegfriad y cols, 1992). La peroxidación de la membrana plasmática podría
favorecer la entrada de Ca2~ desde el espacio extraceluiar o la oxidación de lipocortinas,
lo qye daría lugar a la activación de enzimas implicadas en la biosíntesis del PAF y, por
tanto, a la liberación de PAF endógeno <Alloatti y cols, 1994). Aunque nosotros no hemos
estuchado la actividad anti-TNF del PCA-4248, trabajos realizados por otros autores han
demostrado que este compuesto es capaz de inhibir el acúmulo de seroalbúmina bovina
mar~ada <l2Bl~BSA> tras la administración intradérmica de TNF
0 y de reducir en un 40% la
mortalidad inducida en ratones tras la inyección intravenosa del tNFa <Fernández-Gallardo
y coJa, 1990; Emling, 1993), lo que sugiere un posible efecto anti-TNF« del fármaco. Este
efecto podría contribuir a mejorar las alteraciones inducidas por los LPS, ya que se ha
demostrado que los antagonistas del PAF que disminuyen la liberación del TNFG, como el
L-659,989 y el BN 50739, mejoran la supervivencia y los cambios inducidos por los LPS
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(Rabinovici y cols, 1990; Zingarelll y cols, 1992).
c) Algunos bloqueantes de los canales del Ca2” como Nifedipino, Nitrendipino, Nivaldipino,
Diltiazem y Verapamilo protegen del fallo cardiovascular y prolongan el tiempo de
supervivencia en varios modelos de shock endotóxico (Sakaguchi y cola. 1984; Bosson y
cols, 1985; Lee y Lum, 1986; Lee y cols, 1989)~ Esta acción protectora se ha relacionado
con: 1> la inhibición del aumento de la concentración de Ca2~ intracelular que aparece
como consecuencia de su entrada desde el medio extracelular <Sakaguchi y cola, 1 984;
Sayeed y Maitra, 1987; Maitra y Sayeed, 1987); 2) la prevención del fenómeno de
coagulación intravascular diseminada (Lee y cols, 1989> y 3) la protección de la isquemie
miocárdica o intestinal, un efecto también relacionado con la disminución de la concentra-
ción intracelular de Ca2~ libre <Bosson y cols, 1 965>. Dado que a dosis altas el PCA-4248
presenta una ligera actividad bloqueante de los canales de Ca2t es posible que parte del
efecto beneficioso de este compuesto en el shock endotóxico pudiera relacionarse con una
inhibición de la entrada de Ca2~ a la célula muscular cardiaca y vascular.
d) En los últimos años, se ha dado una especial relevancia a la participación del NO en la
endotoxemia. Este potente agente vasodilatador es sintetizado por el enzima NO sintasa
inducible (
1NOS) en macrófagos, PMNs, hepatocitos humanos, nnioc¡tos y células endocárdi-
cas ventriculares en respuesta a LPS, TNF0, IL-1 y ‘?-interferón, todos ellos mediadores
endógenos implicados en el shock endotéxico (Schultz y cols, 1992; Szabó y cols, 1993;
Smith y cols, 1993; Hom y cols, 1995>. La producción de NO contribuye a la hipotensión,
hiporreactividad a agentes vasoconstrictores, disfunción miocárdica y, en consecuencia,
a la letalidad del shock. Además, se ha descrito que algunos bloqueantes de los canales
de Ca
2”, como Nifedipino y Amiodipine, son capaces de prevenir la inducción de la NOS
y, por tanto, de mejorar las alteraciones hemodinámicas producidas por la endotoxemia
<Szabó y cols, 1993; Salomone y coK, 1995). Dado que nosotros no hemos mantenido la
endotoxemia durante 6-8 horas, periodo necesario para la inducción del enzima y la
actividad bloqueante de los canales de Ca2~ del PCA-4248 aparece sólo a dosis elevadas,
no podemos afirmar que el efecto beneficioso del fármaco este relacionado con su
capacidad para inhibir la inducción de la NOS. Sin embargo, por su posible actividad anti-
TNF«, el PCA-4248 si podría tener un posible efecto inhibitorio sobre la inducción de dicho
enzima en los macrófagos, células que secretan TNF
0 y sintetizan NOS.
Por tanto, el efecto beneficioso producido por el PCA-4248 en el shock endotóxico seria la
consecuencia de su actividad antagonista del PAF y del TNF,,, que son mediadores endógenos íntimamente
implicados en la endotoxemia. A través de este efecto dual, el PCA-4248 podría aumentar la supervivencia
e inhibir los cambios hemodinámicos inducidos por los LPS y la liberación de otros mediadores <IL-1, FGs
-145 -
Discusión
y radicales libres derivados del oxigeno) que agravan el cuadro clínico del shock, Ya que el PAF y el TNF0
participan en los mecanismos modulatorios del shock, el RCA-4248 podría suprimir el proceso de
amplificación y de priming ‘ que aumentan la respuesta biológica, contribuyendo a mejorar el estado de
shock. Además de este efecto dual, el PCA-4248 presenta una ligera actividad bloqueante de los canales
de Ca
2~ que podrra también contribuir a atenuar los cambios hemodinámicos producidos en el shock,
3.3. SHOCK INDUCIDO POR ISQUEMIA-REPERFUSION iNTESTINAL <SHOCK SAO).
El shock SAO es una forma severa de shock producido por la oclusión y posterior reperfusión de
las arterias celiacas y mesentéricas superior e inferior que perfunden al páncreas, hígado e intestino. Este
modelo de shock se caracteriza por un aumento de la presión arterial durante la isquemia y por una
marcada disminución de la presión arterial durante la reperfusión, que se acompaña de un aumento en la
frecuencia cardiaca y una elevada mortalidad (Sturniolo y cols, 1988>.
En la fisiopatología de este modelo experimental de shock intervienen diversos factores, tales como
el daño de la mucosa intestinal, alteraciones en la función microvasculer del intestino, dando lugar a un
aumento de la permeabilidad vascular, liberación local de hidrolasas lisosomales, aumento de la proteolisis,
pérdida del fluido intravascular y edema tisular (Heglund y Lundgren, 1978>. también existe una
disminución en la actividad del sistema reticuloendotelial, disfunción endotelial, disminución en la actividad
de los macrófagos y RMNS y una importante liberación de mediadores endógenos, incluyendo radicales
libres derivados del oxigeno, TXA
2, LTs, PAF, TNF0, factor depresor del miocardio <MDF> y eicosanoides
que participan en la patogénesis de este modelo de shock (Lefer, 1989). Todos estos mediadores son
liberados en las fases tempranas del shock, como consecuencia de la hipoperfusión producida por la
oclusión del tronco celiaco y, tras la reperfusión, pasan al torrente circulatorio para actuar sobre las células
diana <Lefer, 1989). Squadrito y cola <1991> han demostrado que el L-652,73>, un antagonista específico
del receptor del PAF, protege en el shock SAO, ya que aumenta el tiempo de supervivencia y revierte la
hipotensión, la leucopenia y la actividad fagocitaria de los macrófagos, lo que sugiere la implicación del
PAF, entre otros mediadores, en este modelo de shock.
Los resultados obtenidos con el PCA-4248 mostraron un efecto beneficioso en este tipo de shocl<
experimental, ya que redujo la caída de la presión arterial postreperfusión y aumentó el tiempo de
supervivencia. Sin embargo, no modificó los cambios observados en la frecuencia cardiaca, El efecto
protector obtenido con el PCA-4248 sobre la hipotensión podría ser debido a su actividad dual como
antagonista del receptor del PAF y anti-TNF,, ya que ambos mediadores están involucrados en la disfunción
endotelial del shock SAO (Lefer, 1989). El PAF produce un marcado efecto vasodilatador dependiente del
endotelio en las arteriolas precapilares mesentéricas, así como un efecto constrictor independiente del
endotelio en la circulación postcapilar. Ambos efectos producen un aumento de la presión hidrostática que
facilitaría la extravasación plasmática inducida por el PAF (Claing y cols, 1994). A este efecto hay que
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añadir que el PAF también induce un aumento mantenido de la [Ca2~] en las células endoteliales,
posiblemente mediado a través de la activación específica del canal de Ca2~ tipo-A recientemente descrito
por Bkaily y cols, (1993), Este canal podría tener una importante función en la contracción sostenida del
músculo liso vascular y en el mecanismo de acoplamiento excitación-secreción de las células endoteliales
vasculares y, en consecuencia, en la liberación de sustancias vasoactivas, como el factor relajante derivado
del endotelio <Claing y cols, 1994>. El WEB-21 70 revierte el aumento sostenido de 2± intracelular
inducido por el PAF, lo que sugiere que los antagonistas del PAF podrían, quizás, inhibir directamente la
apertura deles canales de Ca2~ tipo-R y los efectos vasoactivos del PAF sobre la musculatura mesentérica
(Claing y cola, 1994>, contribuyendo a disminuir la liberación de otros agentes vasoactivos.
La participación del TNF« en la disfunción endotelial está íntimamente relacionado con el NO.
Aunque algunos autores han observado que la producción de NO endotelial está disminuida en el sbock
SAO <Carey y cols, 1992>, otros autores proponen que el NO es uno de los responsables de la disfunción
endotelia> porque, incluso en ausencia de endotelio, persiste una continuada producción de NO,
probablemente debida a la inducción de la NOS por los PMNs y las células del músculo liso vascular (Busse
y Mulsch, 1990). Por tanto, es posible que la disfunción endotelial producida por esta citocina seria el
resultado de la suma de ambos eventos> ya que el TNFJ es capaz de disminuir la liberación de NOS
endotelial o de incrementar la liberación de NOS del músculo liso vascular (Squadrito y cols, 1 994b).
Por tanto, el efecto protector obtenido con el PCA-4248 en este modelo de shock podría ser
atribuido a una acción dual: 1> como antagonista del receptor del PAF podría contribuir a mejorar la
disfunción endotelial, una de las principales causas de la hipotensión del shock SAO, por Enhibir en el lecho
mesentérico la vasodilatación precapilar dependiente del endotelio y la vasoconstricc[ón postcapilar
independiente del endotelio y, por consiguiente, la extravasación plasmática; además, impediría la apertura
sostenida de los canales de Cs2~ tipo-A, lo que inhibiría el aumento de la [Ca2”1
1y la liberación de
sustancias vasoactivas que intervienen en este modelo de shock. 2> Como anti-TN Fa, el PCA-4248 también
mejoraría la disfunción endotelial ya que, indirectamente, disminuiría Ja producción de NO a través de la
inhibición de la síntesis del enzima NOS inducido por el TNFQ. El aumento en el tiempo de supervivencia
producido por el PCA-4248 también podría ser explicado a través de su actividad anti-TNFq, ya que a esta
citocina se la ha relacionado con la letalidad del shock (Squadrito y cols, 1991).
Además de esta actividad dual que modularía la liberación de otros mediadores endógenos, el PCA-
4248 también presenta una ligera actividad bloqueante de los canales de Ca
2~ que podría influir en la
protección del shock. La efectividad de los bloqueantes de los canales de Ca2~ como agentes terapéuticos
en el shock experimental ha sido descrita por varios autores (Hackel y cols, 19791 Lefer y Carrow, 1981;
Lefer y Spath, 1984). Se sabe que durante el periodo de oclusión arterial (isquemia) se produce un
aumento en la LCa2”1
1. Durante los primeros 10 minutos de reperfusión, la [Ca2~]tisular se incrementa 8-
lOvecesporencima delcontrol <Shen yJennings, 1972; Caputi ycols, 1980). Este aumento de la [Ca2~J
1
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estimula diversas proteasas y fosfolipasas que lesionan directamente la membrana celular y, por
consiguiente, facilitan una mayor entrada de Ca2~ a las células (Jennings y Reimer, 1981). También se ha
descrito que en los estados de shock los bloqueantes de los canales de Ca2~ disminuyen la liberación de
captesina D, eicosanoides (Altura y cols, 1 983>, TXs y LTs (Towart y Perzborn, 1981; Samuelsson y
Hammarstrom, 1982>, efectos probablemente debidos a su capacidad de estabilizar las membranas
lisosomales y, por tanto, para bloquear la liberación de enzimas lisosomales que activan el factor depresor
del miocardio (MDF) y conducen a la aparición de lesiones irreversibles celulares (Lefer y cols, 1980; Araki
y cols, 1980; Lefer, 1989>. Por consiguiente, el ligero efecto bloqueante de los canales de Ca2~ del PCA-
4248 podría contribuir también a la protección producida por este compuesto en este modelo de shcck.
Sin embargo, los efectos de los bloqueantes de los canales de Ca2~ en el shock es muy variable. Esta
variabilidad de los resultados podría deberse a que algunos de estos fármacos presentan otras propiedades
especificas <Sturniolo y cols, 1988). Así, mientras que Verapamilo no mejora eL tiempo de supervivencia,
Nitrendipino y Benidipino sí protegen en este modelo de shock ya que, además de su actividad bloqueantes
de los canales de Ca2~, el Nitrendipino mejora la actividad fagocitaria de los macrófagos <Sturniolo y cols,
1988) y el Benidipino disminuye la acumulación de derivados aminonitrogenados libres y del MDF,
mejorando la función endotelial <Karasawa y cols, 1991>.
En conclusión, el RCA-4248 es una molécula que presenta varias actividades farmacológicas: PAF-
antagonista, anti-TNFa y, a dosis altas, presenta ligeros efectos bloqueantes de los canales de Ca2. La
asociación de estas tres propiedades farmacológicas le convierten en un compuesto de posible interés en
situaciones fisiopatológicas como las estudiadas en esta tesis, donde el compuesto ha mostrado una
actividad beneficiosa y, por tanto, un importante potencial terapéutico que debiera ser confirmado en
posteriores estudios clínicos.
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Los resultados obtenidos han permitido establecer las siguientes conclusiones:
A.- De los resultados in vitro:
1. El RCA-4248 a concentraciones > 1 07M parece ejercer una cierta actividad
de los canales de Ca’~ en preparaciones vasculares aisladas, mostrando
selectividad en la arteria coronaria que en la aorta,
2. El RCA-4248 a concentraciones > 1 07M inhibe la unión del [31-ll-Nitrendipinoa
en las células musculares lisas y cardiacas, aunque su potencia es 2-3 veces
del Nitrendipino.
bloqueante
una mayor
su receptor
inferior a la
3. El RCA-4248 carece de propiedades bloqueantes de los receptores a- y B-adrenérgicos, ya
que no inhibe las contracciones inducidas por la Noradrenalina en aortas aisladas de conejo
ni la respuesta inotrópica y cronotrópica positiva inducida por el Isoproterenol en aurículas
aisladas de cobaya.
4. El PCA-4248 a concentraciones < 1 07M produce un efecto [nótropo negativo en aurículas
derechas a izquierdas aisladas de cobaya y en corazones aislados y perfundidos de rata de
forma concentración-dependiente, sin cambios significativos sobre la frecuencia sinusal;
sin embargo, no modifica la captación de 45Ca2en aurículas de cobaya.
5. El PCA-4248 no modifica la conducción intraauricular <intervalo St-A), intraventricular
(intervalos H-Q Y Q-V> ni la conducción a través del nodo A-y (intervalo A->-]).
6. El RCA-4248 no modifica ninguno de los parámetros que definen las características de los
potenciales de acción ni de los potenciales de acción lentos en fibras musculares
ventriculares de cobaya; sin embargo, a la concentración de 1 OaM, revierte el acortamiento
en la duración del potencial de acción inducido por el PAF.
8.- De los estudios realizados in vivo:
7. El PCA-4248 no presenta ningún efecto sobre la PAS, PAli o frecuencia cardiaca en ratas
normotensas; sin embargo, en ratas SI-IR produce una ligera, aunque significativa,
disminución de la presión arterial y una reducción no significativa dela frecuencia cardiaca.
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8. El PCA-4248 reduce de forma dosis-dependiente y revierte la hipotensión sistémica
inducida por el PAF y por los inmunoagregados solubles de gO <estudios de protección y
reversión>; sin embargo, el Nitrendipino muestra un efecto protector menos acusado que
el obtenido con el PCA-4248.
9. El PCA-4248 revierte de forma inmediata los cambios hemodinámicos inducidos por los
LRS de 5. typ/iosa, así como reduce el aumento de frecuencia cardiaca producido por
dichos LRS.
10. El RCA-4248 muestra un efecto beneficioso en el shock SAO. ya que reduce la caída de
presión arterial postreperfusión y aumenta el tiempo de supervivencia.
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